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1. OZET

Pankreatik Kanser ve Lenfoma Hasta Serumlarinda Antikor Mikroarray Yontemi

ile Biyomarkir Taramasi

Kanser kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra insan dliimlerinde ikinci sirada yer
almaktadir ve Kontrolsiiz hiicre béliinmesiyle gelisen heterojen bir hastaliktir. Bes yillik
sagkalim oran1 %5’1n altinda olan Pankreatik kanser (PK) en 6liimciil kanser tiirlerinden
biridir. Erken teshis araglari, tedavi segeneklerini ve sonuglarmi 6nemli o6lgiide
gelistirebilecektir. Ayrica B hiicre lenfomalarinin  farkli tiirlerinin  tanisinin
gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Bu malignant tiimérler lenfositlerde meydana gelen ve

yiiksek derecede hetorojen olan kanser tipidir.

Calismamizda, potansiyel diagnostik biyomarkirlarin ve terapdtik hedeflerin
tanimlanmas1 hedeflenerek, kan orneklerinin profillenmesi icin, antikor mikroarray
teknolojisi kullanildi. Bu sebeple, ¢esitli kanser tiirlerinde eksprese oldugu bilinen 46
farkli gene ait 100 splise varyanti kullanilarak bir antikor mikroarray ¢ipi gelistirildi. Bu
cipe karsinogenez iliskili mekanizmalarda rol oynayan 31 proteine spesifik antikor ilave
edildi.

Tim antikorlar, 6zgiinliiklerinin degerlendirilmesi amaciyla western blotlama
yontemi ile hiicre hatt1 ve doku drneklerinde dikkatlice valide edildi. Bu validasyonda
timor ve normal orneklerde, farkli baglanma paternine sahip olanlar, dolayisiyla tanisal
potansiyeli olanlar belirlendi. Ayrica lenfoma ve pankreatik kanser hastalarindan elde
edilen serum ornekleri antikor mikroarrayde saglikli kontrollerle karsilastirilarak analiz
edildi.

Pankreatik kanserde, MAPK8 ve MAPKY9 protein izoformlarmin ekpresyon
seviyesinde anlamli bir degisiklik gozlenirken, kronik pankreatitiste CYP1Alv, PLD1-
114, XBP-1S izoformlar1 da degismis seviyede goriildii. Difiiz biiylik B-hiicre
lenfomasinda da FGFR3 potansiyel biyomarkir olarak belirlendi.

Boylece, antikor mikroarrayin etkili ve gli¢lii kullanimiyla serum Orneklerinin
profillenmesi gergeklestirildi. Ek olarak, bazi splise varyantlar1 kanserin tanisinin

gelismesi i¢in potansiyel biyomarkir olarak belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Antikor Mikroarray, Splising, Biyomarkir, Erken tani, Plazma



2. SUMMARY

Biomarker screening with antibody microarray in the plasma of pancreatic cancer

and lymphoma patients

Cancer has the second position in the human deaths after cardiovascular diseases.
It is a heterogeneous disease group, which develops by uncontrolled cell division. With
a 5-year survival rate of less than 5% pancreatic cancer (PC) is one of the most lethal
types of all cancers. Means for an early diagnosis would improve the treatment options
and outcome dramatically. There is also a need to improve differential diagnosis in B-
cell lymphoma. These malignant tumors occur in lymphocytes and are an highly

heterogeneous cancer type.

In our study, we did use antibody microarray technology for a profiling of blood
samples with the aim to identify potential diagnostic biomarkers as well as therapeutic
targets. Therefore, an antibody microarray was build, which targets 100 splice variants
of 46 distinct genes known to be expressed in various cancer types. This set was
supplemented by antibodies against 31 proteins which play a role in carcinogenesis

associated mechanisms.

All antibodies were carefully validated by western blotting on cell line as well as
tissue samples in order to judge their specificity. In this validation antibodies were
identified which had a differential binding pattern in tumor and normal samples and
thereby might have a diagnostic potential. In addition, plasma samples from lymphoma
patients as well as from patients suffering from pancreatic cancer were analysed on

antibody microarrays and compared with healthy controls.

For pancreatic cancer, a significantly differentiation was observed in the
expression of protein isoforms for MAPK8 and MAPK®9, while isoforms of CYP1Alv,
PLD1-114, XBP-1S occurred at alterated levels in chronic pancreatitis. In diffuse large

B-cell lymphoma patients FGFR3 was identified as a potential marker.

Thereby, the effective and robust use of antibody microarrays for a profiling of
plasma samples was demonstrated. In addition, certain splice variants were identified as

potential biomarker candidates to improve the diagnosis in cancer.

Key Words: Antibody Microarray, Splising, Biomarker, Early diagnosis, Plasma



3. GIRIS ve AMAC

Kanser, DNA hasar1 sonucu hiicrelerin, hiicre dongiisii ~ kontrol
mekanizmalarindan kurtularak kontrolsiiz veya anormal bir sekilde biiyiimesi ve
cogalmasidir. Normal programindan sapan bu hiicrelere kanser hiicresi, bu olaya ise
karsinogenez denilmektedir. Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra insan

6liimiine en fazla neden olan hastaliktir (1, 2).

En tehlikeli kanser tiirlerinden biri olan pankreatik kanser (PK), Avrupa’da 6liim
orani olarak altinci Amerika’da ise dordiincii siradadir. PK’li hastalarin yaklasik %95°1
bes yildan daha kisa bir yasam siiresine sahiptir ve her yil 200 000’den fazla insan
PK’den dlmektedir (3, 4).

Cerrahi miidahale ile birlikte uygulanan kemoterapi glinimiizdeki bagvurulan
tedavi yontemidir. Fakat tedavinin etkili sonu¢ vermesi i¢in gereken erken tani, sadece
hastalarin %20’sinde miimkiin olabilmektedir (5-8). Pankreatik kanserin erken donemde
saptanamamasinin  nedenlerinin basinda anatomik lokalizasyonu, kendini ge¢
gostermesi, agresif invazyon ve metastazin erken sekillenmesi gelmektedir (9). Ayrica
hastaligin diger semptomlar1 olan sarilik, bulanti ve karin agris1 da erken sathada
gozlemlenememektedir (10). Bilinen yaklasimlarla, erken taninin 6niinde engel olarak
gorillen bu olumsuz faktorler, PK’nin erken tanisina ve buna bagli olarak etkin
tedavisine katki saglayacak yeni biyomarkirlarin ve terapdtik hedeflerin 6nemini 6n

plana ¢ikartmaktadir (11).

Lenfoma, immiin sistemin bilesenlerinden olan B ve T lenfositlerinin ve natural
killer (NK) hiicrelerin kanserlesmesidir. Lenfoma tanis1 konulan hastalarin bes yillik
yasam siiresi yaklasik %70 olup, 2012 yilinda Amerika’da 80 000 civarinda lenfoma
hastasinin  %25’inin lenfoma nedeniyle hayatlarin1 kaybedebilecegi 6n goriilmektedir
(12).

Lenfoma yiiksek derecede heterojenite gostermektedir. Genel olarak Hodgkin
lenfoma ve non-Hodgkin’s lenfoma olarak iki alt gruba ayrilan lenfoma, Diinya Saglik
Orgiitiiniin (WHO) smiflandirmasina gére 30’dan fazla alt tiire ayrilmaktadir ve bu alt

gruplarin ayriminin yapilmasi1 zordur. Bununla birlikte tedavi protokollerinin



belirlenmesinde alt grup ayriminin yapilmasi biiylik bir 6neme sahiptir ve giiniimiizde

alt gruplarn siniflandirilmasina yonelik ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir (13, 14).

Lenfoma tedavisinde genellikle kemoterapi, radyoterapi ve immiinoterapi
kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak kemik iligi nakli ¢aligmalar1 da yapilmaktadir.
Fakat tiim hastalar i¢in pozitif sonuglar elde edilememektedir (15, 16). Ayrica geng
hastalara uygulanan kemoterapi sonrasi bir¢ok yan etki ortaya ¢ikmakta ve ilerleyen
yaslarda farkli malignansiler gelisebilmektedir. Bu bakimdan, hastalifin daha etkin
tedavisi ve tedavinin yan etkilerinin azaltilmasi i¢in yeni yontemlere ihtiyag
duyulmaktadir (17). Bulunabilecek yeni markirlar hastaligin tan1 ve tedavisinin yaninda,

alt tiirlerin siniflandirilmasinda da 6nemli bir yere sahip olacaktir (18).

Giiniimiizde bazi proteinlerin ve bu proteinlerin splise varyantlarinin farkli
ekspresyon seviyeleri cesitli kanser tiirlerinde biyomarkir olarak kullanilmaktadir. Bu
markirlarin bazilar1 kan plazmasinda bulunmaktadir ve erken tani agisindan ¢ok daha
onemlidir (19). Pankreas kanserinde CXC chemokine ligand 7 (CXCL7) proteininin
plazmadaki seviyesinin diistiigii gosterilmistir ve bu sebeple CXCL7 proteini potansiyel

bir biyomarkir olarak goriilmektedir (20).

Cok sayida proteinin varliginin ve ekspresyon seviyesinin belirlenmesinde etkin
ve kolay bir yontem olan antikor mikroarray teknolojisi son zamanlarda kanserin erken

tanisinda kullanilabilecek biyomarkirlarin aragtirilmasinda 6nemli bir yer edinmistir

(21).

Antikor mikroarray teknolojisi; serum veya hiicre lizatlarinda proteinlerin
ekspresyon seviyelerini belirlemeyi hedefleyen bir yaklasimdir. Cok diisiik miktarlarda
ornek kullanarak yiizlerce farkli proteinin ekspresyon analizinin yapilmasina olanak
saglayan antikor mikroarray teknolojisi son yillarda proteomik ¢aligmalar i¢in dnemli

bir ara¢ haline gelmistir (22).

Alternatif splising ile onkogenlerin, timdr baskilayici genlerin ve apoptotik
genlerin ¢esitli varyantlar1 olugsmaktadir (23). Bu varyantlarin, karsinogenezde 6nemli
rol oynadigi gosterilmistir (23). Giiniimiizde, bu varyantlarin; tanmin konulmasi,
prognoz takibi ve terapotik stratejilerin gelistirilmesi gibi siire¢lerde potansiyel

biyomarkir olabilecegi diisiiniilmektedir (24, 25).



Bu c¢aligmada; antikor mikroarray yontemi ile farkli kanser tiirlerinde,
karsinogenik mekanizmalarinda rolii oldugu bilinen 46 farkli gene ait splising
varyantlar1 ve karsinogenez ile iliskili 31 farkli protein arasindan gerek PK ve gerekse
lenfoma i¢in biyomarkir ya da terapotik hedef olabilecek proteinlerin arastirilmasi

amaglanmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Kanser

Insan viicudundaki milyonlarca hiicre, kendi kaderini belirleyecek olan genetik
bilgiyi biinyesinde tasir ve bu bilgiyi kullanarak yasamsal faaliyetlerini (boliinme,
cogalma, farklilasma vb.) gerceklestirir. Hiicrenin bu faaliyetleri karmagsik
mekanizmalarla kontrol edilir. Meydana gelen bir¢ok hastalik genetik bilginin
bozulmasi (mutasyon) sonucu ortaya ¢ikar ve bu bozulmalar hiicrenin yasamsal
faaliyetlerini etkiler (26). Kanser; genetik materyalinde yikici bir mutasyon meydana
gelen tek bir hiicrenin boliinmesiyle olusur. Bu mutasyonlar sayesinde hiicre, normal
hiicre dongiisii kurallarina uymayan, kontrolsiiz olarak boliinen ve farkli dokulari istila
eden bir yapiya biiriiniir. Normal programindan sapan bu hiicrelere kanser hiicresi, olaya

da karsinogenez denilir (1, 2).

Insan viicudu kendini mutasyonlardan korumak igin ¢esitli tamir mekanizmalar
gelistirmistir. Bu mekanizmalar; DNA hasarini algilayarak tamir etmeye c¢aligmaktadir.
Algilanan hasarlarin tamir edilemedigi durumlarda ise hiicre programli hiicre 6liimiine
(apoptozis) yonlendirilmektedir. Bircok kanser c¢esidi ise hiicrenin tamir
mekanizmalarimin  diizgiin calismamasi sonucu meydana gelen mutasyonlarin

birikimiyle olusmaktadir (2, 27).

Giliniimiizde kanser, en yaygin ve Oldiiriicii hastaliklarin basinda gelmektedir.
Kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 6liim nedeni olarak ikinci sirada olan kanser,
insanlarn yaklasik %30’undan fazlasinda goriilmektedir. Oliimlerin yaklasik dortte
birinden sorumlu olan kanser i¢in gelismis ilkelerde yapilan saglik harcamalar1 toplam
saglik harcamalarinin yaklasik %10’ nunu olusturmaktadir. Erken tani ve tedaviye
yonelik calismalar kanser arastirmalarinin basinda gelmektedir. Genetik olarak kansere
yatkin bireylerde kanserin, baslangi¢ evrelerinde saptanmasi etkin bir tan1 ve tedavi i¢in

¢ok biiylik 6nem arz etmektedir (2, 28).
4.1.1. Kanserin Gelisimi (Karsinogenez) ve Simiflandirilmasi

Kanser gelisiminde hiicre boliinmesi, ¢ogalmasi ve hiicre Olimi gibi
mekanizmalar temel yapitasi olarak gorev yapmaktadir. Son yillarda yapilan

arastirmalar bu mekanizmalarla ilgili genlerde meydana gelen mutasyonlarin kanser



gelisiminden sorumlu oldugunu gostermektedir. Mutasyonlar spontan bir sekilde her
hiicre déngiisiinde tahmini olarak 10 oraninda meydana gelebilmekte. Bunun yaninda
cesitli kanserojen ajanlarin (kimyasal ajanlar, toksinler, serbest radikaller, UV 1sini1,
iyonizan radyasyon ve viriisler vb.) ve c¢evresel etkenlerin indiiklenmesiyle de

mutasyonlar olusabilmektedir (27).

Mutasyona ugrayarak kanser olusumunda rol alan bu genler, proto-onkogen ve

timor baskilayict genler olmak tizere iki farkli alt gruba ayrilmaktadir.
4.1.1.1. Proto-onkogen ve Onkogen

Hiicre boliinmesi ve hiicre farklilasmasi ile ilgili sinyal yolaklarinda rol oynayan
ve asir1 ekspresyonunda kanser gelisen normal genlere proto-onkogen denilmektedir.
Proto-onkogenlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu onkogenler olusmaktadirlar.
Mutasyonlar, onkogenin kendisinde veya aktive edici elementinde meydana gelebilir.
Onkogenler dominant etkili olup tek allelin asir1 ekspresyonu kanser gelisimi igin yeterli
olabilmektedir (2, 29).

Onkogenlerin kodladig1 proteinlerin her birinin nasil ¢aligtigi tam olarak
bilinmemekle birlikte ¢cogunun biiyiime kontrol yolu iizerindeki genlere benzer sekilde
calistigr bilinmektedir. Memeli hiicrelerinde biiylime kontroliine katilan proteinleri
fonksiyonlarina ve yapilarima gore; biiyiime faktorii, hormon reseptorleri, hiicre ici
sinyal ileticiler ve transkripsiyon faktorleri olmak iizere dort farkli gruba ayirabiliriz
(27, 30).

4.1.1.2. Tiomoér Baskilayic1 Genler

Timor baskilayici genler, hiicrelerde ¢esitli kontrol mekanizmalarinin yaninda,
hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonu ve hiicre 6liimii arasinda bir denge saglamaktadirlar
(29). Onkogenlerin kodladiklar1 proteinler fonksiyon kazanimi ya da bir allelin artmis
veya uygun olmayan ekspresyonu ile gelisirken, tiimor baskilayici genler, her iki allelin
fonksiyonunu yitirmesi gibi mekanizmalarla kanser gelisimine neden olmaktadir.
Tiumor baskilayici genler son derece heterojen bir gruptur. Bazi genler hiicre siklusunun
diizenlenmesinde ve hiicre-hiicre temasiyla biiylimenin engellenmesinde gorev alirlar.
Bunlar hiicre biiylimesini dogrudan diizenledikleri icin “gatekeepers” olarak

adlandirilirlar (Orn: Rb). Diger genler ise DNA tamir mekanizmasinda ve genomik



biitiinliglin saglanmasinda gorev alirlar. Bu sebeple “caretakers” olarak adlandirilirlar
(Orn: p53) (2). 2004 yilinda Franziska Michor ve arkadaslar1 tarafindan bu
siniflandirmaya 3. bir gen grubu eklenmistir. “Landscaper” olarak adlandirilan bu gen
grubu, mutasyona ugradiginda diizensiz hiicre biiylimesini tetikleyen bir stromal ¢evre

olusturmaktadir (Orn: SMADA4) (31, 32).

Genetik yapidaki bu degisimlerin birikimiyle hiicreler Sinirsiz boliinme, kontak
inhibisyon kaybi, biiyiime faktorlerine ihtiyag duymama, hiicresel sinyallerden

etkilenmeme gibi 6zellikler kazanmaktadir (26).
4.1.1.3. Kanserlerin Siniflandirilmasi

Kanserler koken aldiklart dokuya goére temel olarak ii¢ sinifa ayrilmaktadir.

Bunlar;

1.  Karsinomalar: Bronglar, bagirsak mukozasi veya meme duktuslari gibi epitel
hiicrelerinden kaynaklanirlar ve insan kanserlerinin yaklasik %90’1n1 olustururlar
(33, 34). Temel olarak iki alt tipi vardir; organ ve bezlerde gelisen
adenokarsinomalar ve yasst epitel hiicrelerinden gelisen skilamoz hiicre
karsinomalar1 (12).

2. Sarkomalar: Kemik, kas ya da bag doku gibi mezensimal dokulardan
kaynaklanir. Insan kanserlerinin yaklasitk %1’ini olustururlar (33, 34).
Osteosarkoma, fibrosarkoma ve anjiyosarkoma gibi ¢esitli alt tiirleri
bulunmaktadir (12).

3. Hematopoetik: Kemik iligi ya da lenfatik sistemde meydana gelen ve damarlar
yoluyla yayilan 16semi ve lenfomalardir. insan kanserlerinin yaklasik %8-9’unu
olustururlar (33, 34). Lenfomalar Hodkin lenfoma ve non-hodkin lenfoma olmak

tizere iki temel alt gruba ayrilir (12, 35).

Bu tlimdrlerin her biri yerlesim yerine, doku tipine, histolojik yapisina ve ayrica
malignitesine gore de siniflandirilmaktadirlar (34). Timorler, agresif biiylime

derecesine gore ise iki farkli sinifa ayrilmaktadir.

Uzak dokulari istila etmeyen, bélgesel olarak biiyiime gosteren tiimorler iyi huylu

(benign), uzak dokular istila eden tiimorler ise kot huylu (malign) tiimorler olarak



adlandirilir (33, 34). Malignant tiimorler dolasim sistemine karisarak koken aldiklar
dokudan ¢ok daha uzaktaki bolgelere ulasarak, farkli dokularda yeni tiimor kolonileri
olusturabilirler. Bu durum metastaz olarak adlandirilir ve ilgili kanserin agresifligini

gosterir. Metastatik kanser, kanser 6liimlerinin yaklasik %90 nindan sorumludur (1, 34).
4.2. Pankreas, Pankreatitis ve Pankreas Kanseri
4.2.1. Pankreas

Besinlerin sindirim metabolizmasinda gorevli olan 6énemli bir organdir. Besinlerin
pargalanmasinda gorev yapan enzimlerin salinimi (ekzokrin fonksiyon) ve kan sekerini

diizenlenmesi (endokrin fonksiyon) olmak iizere iki temel fonksiyonu vardir (36-38).

Anatomik olarak midenin arkasinda yer alir. Karaciger, ince bagirsak ve dalak
tarafindan ¢evrilmistir. Pankreas: bas olarak adlandirilan karnin ortasinda yer alan genis
kisim; boyun ve gévde olarak adlandirilan orta kisim; viicudun solunda kadar uzanan,
ince kuyruk kism1 olmak tizere ii¢ béliimden olusur (Sekil 1). Superior mezenterik arter,
siiperior mezenterik ven, portal ven ve ¢Olyak ekseni gibi biiyiilk kan damarlan ile

cevrilidir ve bu damarlardan beslenir (9, 39).

Normal pankreas; islet hiicreleri, asiniis (acini) ve kanal (duct) hiicreleri olmak
lizere {ic farkli hiicre tipinden olusmaktadir. Islet hiicreleri insiilin, glukagon ve

somastatin gibi hormonlar tiretirken, asiniis hiicreleri lipaz gibi enzimleri iiretmektedir

(4, 40).

1.  Ekzokrin Fonksiyon: Pankreas sindirim enzimleri salgilayan ekzokrin bezlere
sahiptir. Besinin mideye gelmesiyle pankreas sulart pankreas kanallarina
salgilanir. Safra kanallar karaciger ve safra kesesinden tiretilen bir diger sindirim
stvist olan safrayir safra kanallarina birakir. Her iki kanal sfinkterde birleserek,
safra ve pankreatik enzimleri duedonumdan ince bagirsaga salgilar. Bu enzimler
besinlerin (yag, karbonhidrat ve protein) sindirimine yardimci olur (36, 38).

2. Endokrin Fonksiyon: Pankreasin endokrin sisteminin bilesenlerini islet hiicreleri
olusturur. Bu hiicreler insulin, glukagon gibi hormonlar1 direk olarak dolasim
sistemine salgilar. Bu hormonlardan iki tanesi insiilin ve glukagondur. Beta (islet
hiicrelerinin %65-80’ini olustururlar.) hiicreleri tarafindan salgilanan insiilin kan

sekerini diisiik diizeyde tutarken, alfa (islet hiicrelerinin %15-20’sini olustururlar)



hiicreleri tarafindan salgilanan glukagon ise sekeri artiran hormon olarak gorev
yapar. Seker seviyesi karaciger, mide ve beynin diizgiin ¢alismasinda 6nemlidir

(36, 41).

)

Pankreas

‘l Boyun ve Govde II Kuyruk l

Duedonum
( Kaln
Bagirsagin
ilk Kismi)

Sekil 1.  Pankreasin yapisi, (Klikdokter’den, 37)

4.2.2. Pankreatitis

Pankreatitis pankreasta meydana gelen inflamasyon durumudur. Inflamasyon
viicuddaki herhangi bir yaralanmaya karsi immiin sistemin verdigi bir reaksiyondur.

Pankreatitisin iki formu vardir; akut pankreatitis ve kronik pankreatitis (42, 43).
4.2.2.1. Akut Pankreatitis

Akut pankreatitis aniden ortaya ¢ikip kisa siireli olarak kendini gosterir (42).
Ingiltere, Danimarka ve USA’dan elde edilen verilere gére akut pankreatitisin goriilme
sikligi 100 000 hastada 4 ile 25 olgu arasinda degismektedir. Avrupa’da yapilan
calismalarda ¢esitli istatistiksel veriler bulunmustur. Fakat erken kronik pankreatitise
benzerligi ya da alkol tiikketim oranlarmin farkli olmasi gibi tez avantajlar anlamli
sonuglarin elde edilmesini zorlastirmaktadir. Akut pankreatitis tedavi edilmedigi

durumlarda daha agir formu olan kronik pankreatitise neden olabilmektedir (42, 44).
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4.2.2.2. Kronik Pankreatitis

Kronik pankretitis, uzun siireli olarak devam eden, yavas yavas kotiilesen ve
sonucta pankreasta kalict sorunlara nedenolan bir hastaliktir. Kronik pankreatitis’in
etiyolojisinde uzun siireli alkol tiiketimi 6nemli bir yere sahiptir. Bunun yaninda, akut
pankreatitis, bazi ilaglarin kullanimi, Kistik fibréz, ani otoimmiin durumlar,

hiperkalsemi gibi nedenlerle de gelisebilir (45, 46).

Kronik pankretitisin tedavi edilememesi durumunda diyabet ve pankreatik kanseri
gibi yasam kalitesini diigiiren veya Oliimle sonuclanan hastaliklar goriilmektedir.
Diyabet, insiilin iireten beta hiicrelerinde inflamasyon sonrasi meydana gelen hasarla

olusmaktadir (45).

Kronik pankretitisin en 6limciil sonucu ise pankreatik kanserdir. Hastada kronik
inflamasyon durumu genellikle gatekeeper ya da caretaker genlerinde degil landscaper
genlerinde bozukluga yol agmaktadir. Ornegin PRSS1 geninde meydana gelen mutasyon
kronik pankreatitis ile iliskilendirilmistir (47). Bu gibi genlerde meydana gelen
mutasyonlar anormal stromal ¢evre olusturarak noeplastik transformasyonu
tetiklemektedir. Ayrica kronik pankreatitis ile ilgili bir¢ok faktor pankreatik hiicrelerin
malignant transformasyonu i¢in gerekli olan genomik hasar1 ve hiicresel proliferasyonu
artirdig1 gozlenmistir. Tiim bu degisimler pankreasi, en 6limciil hastaliklardan biri olan

pankreas kanserine siiriiklemektedir (31, 48).
4.2.3. Pankreatik Kanser

En tehlikeli kanser tiirlerinden biri olan pankreatik kanser (PK), Avrupa’da 6liim
orani olarak altinci, Amerika’da ise dordiincii siradadir. PK’li hastalarin yaklasik %951
bes yildan daha kisa bir yasam siiresine sahiptir ve her yil 200 000’den fazla insan
PK’den 6lmektedir (3). PK’in iki alt tipi bulunmaktadir. Birincisi pankreasin ekzokrin
kismindan gelisen ekzokrin tiimérlerdir ve pankreatik kanserlerin %95’inden fazlasini
olusturmaktadirlar. Diger timor tipi ise pankreasin endokrin kismindan gelisen

endokrin tiimérlerdir (4, 36).

Ekzokrin tiimorlerden gelisen pankreatik adenokarsinoma (PDAK) tiim pankreas
kanserlerinin  %75’inden fazlasin1 olusturmaktadir. Bu nedenle pankreatik kanser

denilince ¢ogu arastirmaci pankreatik adenokarsinomay1 ele almaktadir. Mikroskopik
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olarak PDAK’in bir bosluk etrafinda hiicrelerin toplanmasiyla glandlar (bez benzeri
yap1) olusturdugu goézlemlenmistir. Bu tip tlimorler ¢ok hizli biliylir ve sirtta agri
yaparlar. Ayrica siklikla karaciger ve lenf sistemine sigrarlar (metastaz). Ekzokrin

tiimorlerin nadiren goriilen diger formlar1 da bulunmaktadir (Tablo 1) (4).

Tablo 1. Nadir goriilen ekzokrin pankreatik kanser tiimorleri (Centre’den, 2)

Pankreatik Ekzokrin Kanser Tiirleri Ozelligi

Asiniis Hiicre Karsinomasi Asirt artmis sindirim enzimleri

Adenosquamous Karsinoma Glandlar olusturur, Squamous
farklilasma

Kolloid Karsinoma Prognozu kolay, yiizen hiicreler.

Biiyiik Hiicre Karsimomasi Cok biiylik hiicrelere sahip.

Hepatoid Karsinoma Karaciger kanseri hiicrelerine benzer.

Intraduktal Papillary-Mucinous Neoplazm | invazyon icin 6n lezyonlar olusturur.

Mucinous Sistik Neoplazm Akigkan  sistik  timor.  Genellikle
kuyrukta.

Pankreatoblastoma Cocuklarda goriiliir.

Serous Sistadenomas Iyi huylu tiimorler.

Signet Ring Hiicre Karsinoma Yiiziik formunda hiicreler.

Solid ve Pseudopapillary Tumors Genellikle kadinlarda goriiliir.

Farklilagmamis Karsinoma Asirt farklilagsmis formu.

Pankreatik kanserlerin diger tiirleri endokrin tiimorlerden gelismektedir. Tiim
pankreatik kanserlerin %5’inden azin1 olusturmaktadirlar. Yilda 5/1 000 000 oraninda
goriilmektedirler. Bu tlimorlerin  ekzokrin tiimdrlerden ayrilmasi tedavi yontemi
acisindan ¢ok Onemlidir. Temel olarak islet hiicre tiimorleri ya da farklilagmis
pankreatik néroendokrin tiimorler olarak adlandirilirlar (49). Nadir olarak goriilen alt
tiirleride bulunmaktadir (Tablo 2).

Tablo 2. Nadir goriilen endokrin pankreatik kanser tiimorleri (Centre’den, 2)

Pankreatik Endokrin Kanser Tiirleri Ozelligi

Gastrinoma (Zollinger-Ellison Syndrome) | Gastrinin agiri liretimi

Glucagonoma Glukagonun agir1 liretimi, Metastatik
Insulinoma Insiilinin asir1 iiretimi

Nonfunctional Islet Cell Tumor Saptamasi zor, malignant
Somatostatinoma Somatostatinin agir1 iiretimi
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4.2.3.1. Pankreatik Kanserin Tan1 ve Tedavisi

Pankreatik adenoduktal karsinoma hastalarinda genel olarak K-ras onkogeninde
mutasyon ve Tp53, BRCA2 gibi tiimor siipressor genlerde de inaktivasyon
gozlemlenmektedir. Ayrica biiyiime faktorleri hastalifin  gelisiminde ©Onemli rol

oynamaktadir (50).

Cerrahi miidahale ile birlikte uygulanan kemoterapi giiniimiizdeki temel tedavi
yontemidir. Tedavinin uygulanmasi i¢in gerekli olan erken tani, sadece hastalarin
%20’sinde miimkiindiir. Bir¢ok tiimdr, kesin bir tedavi sansini son derece kisitlayacak
sekilde ileri safhada saptanmaktadir (5-8). Pankreatik kanserin saptanamamasinin
nedenlerinin baginda anatomik lokalizasyonu, kendini ge¢ gostermesi, agresif invazyon,
metastazin erken sekillenmesi gelmektedir (9). Ayrica hastaligin diger semptomlari olan
sarilik, bulant1 ve karin agris1 da ge¢ evrede goriilmektedir (10). Bilinen yaklasimlarla,
erken taninin dniinde engel olarak goriilen bu olumsuz faktorler, PK’nin erken tanisina
ve buna bagli olarak etkin tedavisine katki saglayacak yeni biyomarkirlarin ve terapotik
hedeflerin 6nemini on plana ¢ikartmaktadir (11). Giiniimiize kadar pankreas kanseri ile
iliskilendrilmis birka¢ tiimor markiri tanimlanmistir. Bunlar arasindan karbonhidrat
antijeni (CA19-9) standart timor markirt olarak kabul edilmektedir. CA19-9’un
duyarliligt %41-80 arasinda degisirken Ozgiinliigii ise %33 ile 100 arasinda
goriilmektedir. Karsinoembriyonik antijen (CEA) yine gastrointestinal hastaliklarda
siklikla kullanilan bir diger markirdir. CEA ilk olarak pankreas kanseri i¢in
kullanilmaya baslanmig fakat CA19-9’un kesfi ile popiilaritesini kaybetmistir (51). Bu
bilgilere paralel olarak gelisen siire¢ kanserin erken tani ve tedavisinde molekiiler
hedeflerin aydinlatilmasinin ve onlarin kanser iizerindeki etkilerinin anlasilmasinin ¢ok
onemli bir yere sahip oldugunu da gostermistir (52). Pankreatik kanserde molekiiler
yolaklarin belirlenmesi hastaligin gelisiminin anlagilmas: ve takibi agisindan diger

onemli bir yaklagimdir (53).
4.3. Lenf Sistemi ve Lenfoma
4.3.1. Lenf Sistemi

Lenf sistemi lenf nodiilii, lenf kanallar1 ve lenf damarlarinin olusturdugu ikinci bir

dolasim sistemidir. Lenf sistemi, lenf sivisin1 dokulardan kana tagimakla gorevli olan
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immiin sistemin temel yapisidir. Lenf sivisi; beyaz kan hiicreleri (B ve T lenfositler),
kilis diye adlandirilan bagirsak sivisi (Protein ve yag igerir), natural Killer (NK)
hiicreleri gibi bilesenlerden olusmaktadir (54).

Lenf nodlar1 kiigiik, yumusak, yuvarlak ya da fasulye gibi yapilardir. Genellikle
kolayca goriinmezler ve viicudun ¢esitli bolgelerinde yer alirlar (boyun, koltuk alti,
kasik, gogiis ve karin). Lenf nodiilleri infeksiyonlara karsi immiin sistem hiicrelerini
olustururlar. Ayrica lenf sivisini bakteri ve kanser hiicreleri gibi yabanci materyalden
temizlerler. Lenf sivisinda yabanci ajan saptandiginda, lenf nodiilleri enfeksiyonla
savasan beyaz kan hiicreleri tiretirler. Sismis nodiiller bazen koltuk altinda, boyunda ve
kasikta hissedilir (54, 55). Lenf sistemi ayrica dalak ve timiis gibi organlara sahiptir
(Sekil 2) (54).

Boyun

Timus

Koltuk Alti
Lenf Nodiili

Karaciger Dalak

s ) Kasik
(2 Lenf Nodiilii

‘_//".’{\ N 1 \
j 'A .\.\ a A\ t

Sekil 2.  Lenf sistemi ve organlari1 (Bupa’dan, 47)

4.3.2. Lenfoma

Lenfoma, immiin sistemin bilesenlerinden olan B ve T lenfositlerinin ve natural

killer (NK) hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile meydana gelmektedir. Lenfoma tanisi
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konulan hastalarin bes yillik yasam siiresi yaklasik %70 olup tahmini olarak 2012
yilinda Amerika’da tan1 konulan 80 000 civarinda hastanin %25’ lenfoma nedeniyle

6lmesi beklenmektedir (12).

Hastalik yiliksek derecede heterojenite gostermektedir. Genel olarak Hodgkin
lenfoma ve non-Hodgkin’s lenfoma olarak iki alt gruba ayrilan lenfoma, Diinya Saglik
Orgiitiiniin (WHO) smiflandirmasina gére 30’°dan fazla alt tiire ayrilmaktadir ve bu alt
gruplarin ayriminin yapilmasi zordur. Tedavi protokollerinin belirlenmesinde alt grup
ayriminin yapilmasit biiyilk bir Oneme sahiptir ve gilinlimiizde alt gruplarin

siiflandirilmasina yonelik yapilan ¢alismalar biiyiikk onem arz etmektedir (13, 14).
4.3.2.1. Hodgkin Lenfoma (HL)

flk olarak 1832 yilinda Thomas Hodgkin tarafindan tanimlanmus bir kanser tipitir
(56). Hodgkin Lenfoma B lenfositlerinden tiireyen bir lenfoma tiiriidiir. HL’de dokudaki
timor hiicreleri, Hodgkin ve Reed-Sternberg Hiicreleri (HRS) olarak adlandirilirlar ve
non-hodgkin lenfomadan tek farkli yonleridir. HRS hiicreleri olgun B-lenfositlerinden
gelismektedir fakat fenotipleri tamamen farklidir ve farkli hemapoetik hiicrelerin
markirlarint eksprese ederler. Bu hiicreler transkripsiyon faktorleri ve sinyal
yolaklarinin aktivasyonu olmadan ¢ogalirlar. Lenfoma gelisiminde ayrica Epstein —Barr
virlislerinin de etkidi oldugu diigiiniilmektedir (57). Malignant bir tiir olan HL, periferal
lenf nodiillerine gegebilir ayrica karaciger, akciger ve kemik iligini etkileyebilir (58).

HL tiim lenfomalarin yaklasik %10’ unu olusturmaktadir (35).

HL patogenezinde rol alan genetik lezyonlar tam anlasilmamis ve ¢ok
heterojendir. Fakat meydana gelen transformasyonlar genellikle NF-xB ve JAK/STAT
sinyal yolakrini etkilemektedir (58).

4.3.2.2. Non-Hodgkin Lenfoma (NHL)

Non-Hodgkin lenfoma B lenfositleri, T lenfositleri ve NK hiicrelerinden koken
alan lenfomanin farkli bir grubudur. Amerika’da her yil yaklasik 65 000 yeni vaka
tanimlanmakta ve bunlarin %30°dan fazlas1t NHL nedeniyle 6lmektedir. ABD’de en sik
goriilen kanserler arasinda yedinci siradadir ve tiim kanser 6liimlerinin yaklasik %3’ tinii
olusturmaktadir (35, 59). Cesitli kromozomal anormaliler t(14;18), t(8;14) ve MUC1,

BIRCS gibi genlerde meydana gelen mutasyonlar lenfoma ile iliskilendirilmistir (60).
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Ayrica yapilan calismalarda NHL hastalarinin yaklasik %6’sinda HIV  viriisline
rastlanmistir (61). Lemfomagenesiste gorev rol alan onkogenik yolaklarin anlasilmasi

ve bu yolaklarda gorev yapan proteinlerin aydinlatilmasina gerek duyulmaktadir (62).

NHL’larin yaklasik %85°1 B-lenfositlerden gelismektedir. Geriye kalan kisim ise
T hiicre ve NK hiicrelerinden gelisir. En fazla goriilen NHL tipleri ise difiiz biiyiik B-
hiicre lenfomas1 (DLBCL) (%31) ve folikiiler lenfoma (FL) (%22)’dir (Sekil 3) (59).

35
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Sekil 3.  Non-Hodgkin lenfomanin alt tiirlerinin insidansi, DLBCL: Difiiz biiyiik
B- Hiicre lenfomasi, FL: Folikiiler Lenfoma, SLL/CLL: Kronik Lenfositik
Losemi / Kiigiik Lenfositik Lenfoma, NK: Natural Killer Hiicre Lenfomasi
(Rummel’den, 35)

1. Difiiz Biiyiik B-Hiicre Lenfomasi (DLBCL): NHL tiirleri arasinda en sik
gozlenen ve agresivitesi en yliksek olan alt tiirdiir (63). Hastaligin insidansi son
yillarla yasla dogru orantili olarak artmakta ve ilerleyen yillarda artmaya devam
edecegi distiniilmektedir (64). Kemoterapi bugiin diinyada basvurulan ilk tedavi
yontemidir. Hastaligin tekrar niiksetmesi durumunda, periferal kok hiicre nakli
tedavi i¢in denenmektedir (15, 16). DLBCL hastalarmin %35’inde 327
bolgesinde translokasyon meydana gelmektedir. Bu kromozomal anomali
genellikle Bcl-6 genini etkilemektedir. Bcl-6 lenfosit aktivasyonu, farklilagsma ve

apoptoz yolaklarinda gorev yapmaktadir. Bu nedenle Bcl-6 DLBCL ig¢in

16



potansiyel terapotik hedef olarak kabul edilmektedir (65). Hastaligin tedavisinin
gelistirilmesi agisindan Bcl-6 gibi biyomarkir adaylarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.  Folikiiler Lenfoma (FL): Lenfomanin DLBCL’den sonra en sik goriilen alt
turtidir (59, 66). B-hiicre lenfomalarinin agresif olmayan tiradir (63).
Tanimlanamayan sebeplerle hastaligin  insidanst  gittikce  artmaktadir.
Konvansiyonel karyotipleme ile gozlemlenen bir kromozomal diizensizlik olan
t(14;18) (g32;921) gibi bazi genetik bozukluklarin hastalikla iligkili oldugu
bilinmektedir. Translokasyon 18.kromozomda bulunan Bcl-2 kirilma bolgesinde
olmaktadir ve 14.kromozomda bulunan IgH hafif zincir bolgesini etkilemektedir.
Bunun sonucunda Bcl-2 onkogeni diizensiz olarak aktive olur. Bcl-2 antiapoptotik
Ozelligi vardir ve kemoterapiye direnci artirmaktadir (67). Hastalik tedavi
edilemez olarak kabul edilse de, erken agsamada tanis1 konuldugunda tedaviye son
derece duyarlidir. ilerlemis safhada yapilan tedavi sonrasinda hastaligin niiksetme
olasilig1 yiiksektir. Etkin bir tedavi i¢in yeni biyolojik hedefler bulmaya yonelik
yapilacak c¢aligmalar yasam kalitesini ve basariyr artirmak agisindan 6nemli bir
yere sahiptir (66).

3. Kronik Lenfositik Losemi (CLL) / Kiiciik Lenfositik Lenfoma (SLL): B hiicre
lenfomalarinin en sik goriilen tiirlerinden birisi olan CLL tedavisi zor olan bir
hastaliktir. Tanidan sonra ki yasam siiresi birkag ay ya da senelerce
siirebilmektedir. Immunoglobiilin agir zinciri degisken genlerinde, TP53 ve f2-
mikrotiibilin geni gibi genlerde mutasyonlar, zeta-zincir-iligkili protein kinaz 70
(ZAP70) ekspresyonu, metafazda komplex karyotip gibi ¢esitli genomik
farkliliklar hastaligin prognozunun farkli olmasina neden olmaktadir. Bu nedenle
tedavi farkli gruplarda degisken olmaktadir. Etkin tedavi i¢in degisken gruplara
yonelik farkl: stratejiler ve hedeflere ihtiyag vardir (68, 69).

4.3.2.3. Lenfoma Tam ve Tedavisi

Lenfoma tedavisinde genellikle kemoterapi, radyoterapi ve immiinoterapi
kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak kemik iligi nakli ¢aligmalari da yapilmaktadir.
Fakat tiim hastalar i¢in pozitif sonuglar elde edilememektedir (15, 16). Ayrica geng

hastalara uygulanan kemoterapi sonrasi bir¢ok yan etki ortaya ¢ikmakta ve ilerleyen
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yaslarda farkli malignansiler gelisebilmektedir. Bu bakimdan hastalifin daha etkin

tedavisi ve tedavinin yan etkilerinin azaltilmasi igin yeni yontemler gereklidir (17).

Lenfoma tani1 ve tedavisi acisindan birgok gelisme olmasina ragmen, ¢ok sayida
hastada kesin bir tedavi hala miimkiin olmamaktadir. Klinik 6ncesi ¢alismalar ve
lenfomanin molekiiler biyolojisinin anlamaya yonelik ¢aligmalar; yeni terapotik ajanlar
ve hedeflerin bulunmasina onciiliik etmektedir. Bulunan bu yeni hedefler normal
tedaviye cevap vermeyen hastalara umut 15181 olmaktadir. Buna ek olarak monoklonal
antikor teknolojisi sayesinde lenfoma hiicreleri yiizeyindeki antijenlerin direk olarak
hedeflenmesi saglanmaktadir. Bu baglamda bulunabilecek yeni spesifik markirlar
hastaligin tan1 ve tedavisinin yaninda alt tiirlerin siniflandirilmasinda 6nemli bir yere

sahip olacaktir (18).
4.4. Alternatif Splising

Alternatif splising (AS), onciil trankriptin farkli organizasyonlariyla yapisal ve
fonksiyonel olarak farkli mesajct RNA (MRNA)’lar olusturmasidir (Sekil 4). Insan
genom projesinden sonra, proteomik farklilasmanin en onemli mekanizmalarindan
birisinin alternatif splising oldugu gozlenmistir (70). Tahmini olarak tiim insan
genlerinin %35-%94’1 en az bir spliSe varyanti olusturmaktadir (24). Olusan splise
varyantlar1 hiicrede farkli dokularda farkli protein-protein iliskilerine, farkli hiicresel
lokalizasyonlara ve katalitik aktivitelere sahiptirler. Ayrica bir¢ok ¢alisma ile bu olayin
kanseri de igeren birgok hastalikla iliskili oldugu saptanmistir. Insan genomundaki bir
mutasyona bagli gelisen hastaliklarin yarisindan fazlasina splising mutasyonlar1 neden

olmaktadir (70, 71).
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Sekil 4.  Alternatif splising sonucu farkli transkriptlerin olusmasi, hnRNA;
Heterojen niiklear RNA, mRNA; Mesajc1t RNA (Brinkman’dan, 55)

Alternatif splising ile onkogenlerin, timor baskilayici genlerin ve apoptotik
genlerin ¢esitli varyantlar1 olusmaktadir (23). Bu varyantlar, karsinogenezde ve timor

gelisiminde rol oynamaktadirlar (23).

Gilinlimiizde baz1 proteinlerin ve bu proteinlerin varyantlarinin farkli ekspresyon
seviyeleri, cesitli kanser tiirlerinde; taninin konulmasi, prognoz takibi ve terapdtik
stratejilerin gelistirilmesi gibi siireglerde potansiyel biyomarkir olarak kullanilmaktadir.
Bunlar igerisinde saptanan markirlarin bazilar1 kan plazmasinda bulunmaktadir ve bu
markirlar erken tani agisindan ¢ok daha onemlidirler (19, 24, 25). Omegin, Pankreas
kanserinde CXC Chemokine Ligand 7 (CXCL7) proteininin plazmadaki seviyesinin

diistiigii gosterilmistir ve bu potansiyel bir biyomarkir olarak goriilmektedir (20).
4.5. Antikorlar (immiinoglobulinler)(Ig)

Antikorlar viicuttaki yabanci antijenleri taniyip noétralize etmek iizere, B-
lenfositleri tarafindan {iretilen protein yapilardir (72, 73). Yapisal olarak Y harfine
benzemektedirler (Sekil 5). insanlarda Fc (Fragment Costant) bélgesine gore bes farkli
(IgG, IgM, IgA, IgE ve IgD) izotip vardir. Bu bolge agir zincir diye adlandirilan sabit
bolgedir. Ayrica her bir antikor 6zgii oldugu antijene baglanmasini saglayan degisken
bolge bulundurmaktadir. Hafif zincir olarakta adlandirilmaktadir. Bu bolge antijenlerin
epitoplarina baglanmaya yararken, kostant bolge ise efektor hiicrelere ve molekiillere
baglanmada gorev yapar (Sekil 5) (72). Izotipler viicudun farkli bolgelerinde farkli

gorevlerde bulunur. IgA, mukozal bdlgelerde bulunur patojenlerin koloni olusturmasini

19



engeller (74). IgD, B hiicrelerinde antijen reseptorii olarak gorev yapar. Bazofil mast
hiicrelerini aktive ederek antimikrobiyal faktorler tiretimini tetikler (75). IQE, alerjenlere
baglanarak mast hiicrelerinden histamin salinimini tetikler (73). 1gG, patojenlerle
savagsmak icin antikor tabanli immiinite saglar. Ayrica plasentadan gegebilen ve fetusa
pasif immiinite saglayan tek antikordur (73). IgM, B hiicrelerinin yilizeyinde sentezlenir
pentamer formunda bulunur ve humoral immiinitenin erken sathasinda patojenleri

elimine eder (76).

IgG antikorlar1 sahip olduklar1 6zellige bagli olarak western blot, antikor
mikroarray ve ELISA gibi yontemlerde etkin bir bigimde kullanilmaktadirlar (73, 77,
78).

Antijen Baglanma Bélgeleri

Degisken Bolge Degisken Bolge
Hafif Zincir Agir Zincir
Sabit Bolge
Hafif Zincir

Di Siilfit
L Baglan
~d t
—
Sabit Bolge

Agir Zincir Fv : Degisken
| | Fab : Antijen Bilge
Baglanma [& -

Balgesi
O Aar zincir
O Hafif Zincir
Fc: Agir
Zincir Sabit
Bolge

Sekil 5.  Antikorlarin yapisi ve bolgeleri (Pier’den, 60)
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4.5.1. Tek Zincir Fragment Variable (ScFv) Antikorlar:

ScFv antikorlar1 agir ve hafif zincirin degisken bolgelerinin glisin-serin baglayici
peptit (15-25 kDa) tarafindan birbirine baglanmasiyla olusan rekombinant fiizyon
proteinlerdir (79, 80). Dogal antikorun spesifik bolgesine (degisken bolge) sahip olan
ancak sabit bolgesi olmayan halidir (Sekil 6). Bu tiir antikorlarin tiretiminde E. coli
bakterisi kullanilmaktadir. Antikorlarmn agir ve hafif zinciri bakteriye klonlanarak

degisken bolge protein ekspresyonu gergeklestirilmektedir (81).

Bunlar kiiciik proteinler olmalar1 sebebiyle dokularin igine girmeleri
(penetrasyon) ve uzun siire kalmalar1 agisindan biyolojik ¢alismalarda etkin bir bigimde
kullanilmaktadirlar (82).

Degisken Bolge Degisken Bolge
Hafif Zincir Agir Zincir

Glisin-Serin
Baglayicit Peptit

Sekil 6.  ScFv antikotlarinin yapist (Hust’dan, 62)

4.6. Western Blot Yontemi

Antikorlarin validasyonu; biyomarkir arastirmalari i¢in olmazsa olmaz bir
parametredir. Biyomarkirin taninmasi ve 6zgiinliigiintin kontrolii, klinik ¢aligmalarda

kullanilabilirligini artirmaktadir (78).

Bir antikorun kalite ve 6zglinliigiiniin kontrolii igin western blotlama teknigi en
stk kullanilan yontemdir. Kontrol i¢in western blotta kompleks protein Srnekleri
kullanilir. Tahmin edilen molekiiler agirlikta beklenen bant veren antikorlar, spesifik

olarak tanimlanir (78).

Cesitli western blotlama yontemleri bulunmaktadir. Fakat temelde western blot

dort asamadan olusur (78).
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Kompleks protein karisiminin elektroforez ile ayrilmasi.
Protein 6rneklerinin membrana (PVDF, Nitroseliiloz, Naylon gibi) transferi.

Membranin bloklanmasi ve ilgilenilen proteine 6zgii antikorla tatbik edilmesi.

A W o

Ilgili proteinin immiinokimyasal, floresan ya da kolorimetrik yontemlerle
belirlenmesi.

4.7. Mikroarray

Mikroarray tek bir ¢ip iizerinde ¢ok sayida biyolojik materyalin taranmasini
imkan veren bir yaklagimdir. Yontem ilk olarak 1983 yilinda tanimlanmig olup (83)
1990’lardan sonra endiisriyel olarak kullanilmaya baslanmistir. Mikroarray yonteminin
en yaygin olarak kullanildigir alan DNA analiz yontemleridir. Bunun yaninda Antikor
mikroarray, protein mikroarray, doku mikroarray, peptid mikroarray gibi farkli
yaklasimlar kullanilmaktadir. Giiniimiizde kanserle iliskili biyomarkir taramalarinda

antikor mikroarray en fazla kullanilan yaklagimdir (21).
4.7.1. Antikor Mikroarray Yontemi

Cok sayida proteinin varliginin ve ekspresyon seviyesinin belirlenmesinde etkin
ve kolay bir yontem olan antikor mikroarray teknolojisi, son zamanlarda kanserin erken

tanisinda kullanilabilecek biyomarkirlarin arastirilmasinda 6nemli bir yer edinmistir

(21).

Antikor mikroarray teknolojisi; uygun materyallerden (cam, silikon, plastik)
yapilmis platformlar (¢ip) lizerine spotlar halinde yerlestirilen antikorlarla, serum, doku,
iire veya hiicre lizatlarinda bu antikorlara 6zgli proteinlerin ekspresyon seviyelerini
belirlemeyi hedefleyen bir yaklasimdir. Cok diisiik miktarlarda 6rnek kullanarak
yiizlerce farkli proteinin ekspresyon analizinin yapilmasina olanak saglayan antikor
mikroarray teknolojisi, son yillarda proteomik ¢alismalar i¢in dnemli bir ara¢ haline
gelmistir (84). Bu teknolojinin diger avantajlari ise kompleks protein Orneklerinin
kullanimi, 6rnek ¢esitliligi (kiiltiir hiicreleri, plasma, serum, doku vb.) ve yiiksek oranda
duyarli olmasidir. Ayrica bu drnekler kullanildig1 halde pahali ve proteinle ¢aligmay1

zorlastirict 6n agsamalara gereksinim duyulmamaktadir (85).

Antikor mikroarray teknolojisinde kullanilan yarigsmaci ikili sistem (iki renkli

antikor mikroarray) ayni anda hem normal hem de kanser Orneklerinin ekspresyon
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taramasinin yapilmasini saglamaktadir. Iki farkli 6rnek veya drnek grubu farkli floresan
boyalarla isaretlenerek, ¢ipler ayni anda tatbik edilmektedir. Aynmi antikora iki farkli
(kontrol ve kanser) lizatta bulunan farkli boyalarla isaretlenmis antijenler
baglanmaktadir. Bu baglanma ilgili proteinlerin kontrol ve kanser grubundaki
ekspresyon seviyeleriyle dogru orantili olarak gerceklesmektedir. Floresan 1simalarin

sinyal yogunlugu bu sekilde karsilagtirilarak ekspresyon seviyeleri kontrol edilmektedir
(85).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gerec
5.1.1. Calisma Gruplari ve Serum Ornekleri

Bu tez, Ekim 2011- Ocak 2013 yillart LLP Erasmus Programi kapsaminda
Karadeniz Teknik Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii’niin destegi ile Almanya’nin
Heidelberg Universitesi’ne bagli Alman Kanser Arastirma Merkezinin Fonksiyonel
Genom Analiz Bolimiinde (DKFZ Functional Genome Analysis, Heidelberg

University, GERMANY) ger¢eklestirildi.

Calisma, Pankreas kanseri ve Lenfoma olmak iizere iki grupta kurgulandi.
Pankreas kanseri grubunda; pankreatik duktal adenokarsinoma (PDAK) tanis1 konulmus
5 hasta, kronik pankreatitis (KP) tanis1 konulmus 5 hasta degerlendirmeye alindi ve bu
hastalardan alinan serum Ornekleri kullanildi. Pankreas grubu icin saglikli 5 bireyden
alman serum oOrnekleri kontrol maksatli kullanildi. Lenfoma grubu igin ise; Non-
hodgkin lenfomanin 3 farkl alt tiiriine ait [Difiiz Biiyiik B Hiicre Lenfomas1 (DLBCL),
Folikiiler Lenfoma (FL) ve Kronik Lenfositik Lokemiya (CLL)] tanist konulmus
bireyler ¢alismaya dahil edildi. Her bir grup i¢in 17 bireyden serum ornegi alindi.
Lenfoma grubu ile yapilacak c¢alismalarda, kontrol grubu olarak kullanilmak iizere

saglikli 17 bireyden serum 6rnegi alindi.

Pankreas grubu serum ornekleri Dr. Tanja Crnogorac-Jurcevic (Barts Cancer
Institute-London / England) ve Dr. Eithne Costello-Goldring (Department of Oncology,
Liverpool University, Liverpool/ England) tarafindan ‘’European EU FP6 program
MolDiagPaca’ (ftp:/ftp.cordis.europa.eu/pub/fp7/docs/diagnostics _en.pdf) programi
kapsaminda toplanmistir. Lenfoma grubunda degerlendirilen serum o6rnekleri ise Dr.
Alexandra Nieters (German Cancer Research Centre—Heidelberg/Germany) tarafindan

cok merkezli bir durum kontrol ¢alismasi1 kapsaminda toplanmistir (26).

Ornekler, ilgili merkezlere basvuran hastalarin onayi ile toplanarak, Prof. Dr. Dr.
h. c. M. V. Biichler ve Prof. Dr. med. J. Werner tarafindan Alman Kanser Arastirma
Merkezi (DKFZ) biinyesinde kurulan kan ve plazma bankasinda depolanmistir. Caligsma
Heidelberg Universitesi Etik Komisyonu’nun 28.12.2007 tarih 159/2002 sayil1 karar1 ile

onaylanmistir. (Etik kurul onay1 ektedir).
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5.1.2. Splise Varyant Antikorlarinin Test Edilmesinde Kulanilan Ornekler

Calisma kapsaminda degerlendirmeye alinan splise varyantlarina karsi iiretilen
antikorlar ilk asgamada Western Blot yontemi ile test edildi. Antikorlarin test edilmesi
asamasinda western blotlama da normal karaciger dokusu, karaciger kanseri dokusu,
normal pankreas hiicre hatt1 (HPDE) ve pankreas kanseri hiicre hatt1 (Panc1) kullanildi.
Saglikli ve kanserli Karaciger dokusu protein 6rnekleri ve pankreatik hiicre hatlar1 ayni

labaratuvarda bulunan diger ¢alisma gruplarindan elde edilmistir.
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5.1.3. Kimyasallar

Tablo 3. Calismada kullanilan kimyasallarin listesi
Uriin Sirket Uriin Kodu
6-amino kaproik asit ROTH K929.1
Amonyum siilfat ((NH4),SOy) J.T. BAKER 9835830001
Amonyum persiilfat (APS) Applichem A1356,0500
Bovine Serum Albumin SIGMA A9647-100G
Sitrik aist monohidrat (CsHsO7 X H,0) GENNAXXON | M.3274.1000
DTT (DL- dithiothreitol) SIGMA D0632-106
Dubleco’s PBS GIBCO 14040
Etanol (C,Hs0) SIGMA 32205-2,5L
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) SIGMA 085K0124
EZBlue Jel Boyama Solusyonu SIGMA 61041-
Gliserol Roth 4043.1
Glisin (C;HsNO,) SIGMA 67126-1KG
Hidro Kklorik asit (HCI) SIGMA H1758
Isopropanol (CsHgO) SIGMA 59300
Magnesium cloride 6 hitrat (MgCl, x 6 H,0) SIGMA M9272-100G
Metanol SIGMA 32213-2,5ML
N,N,N’N’- tetramethylethylendiamid (TEMED) | BIO-RAD 161-0800
N,N-Dimetil formamit ROTH A529.1
Nonyl phenoxypolyethoxylethanol (NP40) SIGMA 74385
Ponceau S SERVA 33427.01
Restore Western Blot. Stripping Buffer Thermo Sci. 21059
Potasyum Fosfat ( KH,PO,) SIGMA P0662
Roti® Load 1 (4 x) ROTH K929.1
Rotiphorose (Akrilamid/Bisakrilamid) Roth 3029.1
Siit tozu SIGMA 70166
Sodyum Kloriir (NaCl) CALBIOCHEM | D00016984
Sodyum II hidrojen fosfat 11 hidrat (Na,HPO, x 2H,0) Neol.ab 4820.0250
Sodyum II hidrojen fosfat hidrat (NaH,PO,4 x H,0) ROTH K300.2
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Gerbu 1212
Sodyum Floriir (NaF) SIGMA 075K0129
Sodyum Hidroksit (NaOH) SIGMA 71689
Sodium Orthovanadate (NazVOy) SIGMA 450243-106
Tris-HCI SIGMA T3253-5KG
Triton X-100 SIGMA T8787
Tween 20 SIGMA P1379
Water Sterilized
Zinc Cloride (ZnCly,) KELLER 8816
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5.1.4. Kitler

Tablo 4. Calismada kullanilan kitlerin listesi

Uriin Sirket Uriin Kodu
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Sci. 23227
Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate Thermo Sci. 32132
M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent Thermo Sci. 78501
Spectra Multi Color Protein Ladder Thermo Sci. 26625
5.1.5. Cihazlar
Tablo 5. Calismada kullanilan cihazlarin listesi
Cihaz Sirket

Otomatik Film Makinesi

Amersham, Almanya

Beckman GS-6KR Santrifiij

Beckmann, Almanya

Santrifiij 5810 R

Eppendorf, Almanya

Santrifii) S§0R

Eppendorf, Almanya

Elektroforez Gii¢ Kaynagi

E-C Apparatus Corporation, USA

Mikro- Santrifiij

NeolLab, Almanya

Mini-PROTEAN® 4’lu Elektroforez Sistemi

Bio-Rad Laboratories, Almanya

Termocycle

MJ Research, USA

Vorteks

Scientific Ind Genie-2, USA

Rotamax 120 Calkalayici

Heidolph, Almanya

Hoefer TE 70 Yart Kuru Trans. Unitesi

Amersham Bio, USA

pH Metre (MP230)

Mettler Toledo, Isvicre

Tart1 Kern, Almanya
Magnetik Karistiric Heidolph, Almanya
Calkalayic1 ES-KL-2 NeoLab, Almanya
Dolap (+ 4) Bosch, Almanya

Dondurucu (- 20)

Bosch, Almanya

Dondurucu (- 80)

Sanyo, Almanya

Biofuge Pico

Hereaus, Almanya

Mikro-plate Okuyucu (M200)

Tecan, Isvicre
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5.1.6. Sarf Malzemeleri

Tablo 6. Calismada kullanilan sarf malzemelerinin listesi

Malzeme Sirket Ulke
CL-Xposure Film Thermo Sci. Almanya
Nitroseliilloz Membran NeoLab Almanya
Jel Kurutma Cergeveleri Roth Almanya
Falkon Tiipler BD Falcon Almanya
Pipet Uclar STAR LAB Almanya
Mikro Santriflij Tiipleri Eppendorf Almanya
Whatmann Kagitlar BioRad USA
Forsep

5.1.7. Calisma Kapsaminda Degerlendirilen Proteinler

Calisma kapsaminda degerlendirilmek iizere ii¢ farkli protein grubu belirlendi.
Birinci grupta, kanserli dokularda alternatif splising varyantlarmin olustugu rapor
edilmis olan 46 protein ve bu proteinlerin 54 splise varyanti degerlendirildi (Tablo 7).
Literatiir taramast ile olusturulan bu grup ¢alisma kapsaminda “splising grubu” olarak
adlandirild. Ikinci grupta ise karsinogenesis ile ilgili yolaklarda gorev aldig: bilinen 31
protein degerlendirildi (Tablo 8). Bu proteinler galisma kapsaminda “karsinogenesis

iliskili grup” olarak adlandirildu.
5.1.8. Antikorlar
5.1.8.1. Splise Varyant Antikorlar

Splising grubunda degerlendirmeye alinan 100 proteinin her biri i¢in iki farkl
poliklonal antikor kullanildi. Antikorlar Genscript (NJ, USA) firmasina 6zel olarak

irettirildi. Antikorlarin iiretiminde konak olarak tavsanlar kullanildi.
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Tablo 7. Calismada degerlendirilen proteinler, y: yiiksek ekspresyon, d: diisiik
ekspresyon, EKS: Ekspresyon seviyesi
No Protein Varyant Iligkili kanser Degisiklik EKS
1 Racl Raclb Kolorektal Kanser 19 aa. Girisi Y
2 TFPI2 asTFPI2 Karaciger ve akciger K. Komplike Y
3 CCKBR CCKBRisv Kolorektal Kanser Intron 4 iceriyor Y
4 MDM2 MDM2b Ovaryum ve Kan Kanseri Komplike Y
5 HDMX HDMX(S) Sarkoma Ekzon 6 kaybi Y
6 orkl Crkil Glioblastoma C Terminalde 300bp |
kayip
7 MIIP45 MIIP45S Glioma Ekzon 7 kaybma bagh | -
cerceve kaymasi
8 LRRFIB 1 LRRFIB 2 Kolorektal Kanser Ekzon kayb1 Y
Ekzon 2'nin
9 CYP1A1 CYP1Alv Ovaryum Kanseri HH intronunda 84-bp'lik Y
kayip
10 Trka Trkalll Noroblastoma 6.7 ve 9. ekzonun Y
kaybi1
11 XBP XBP1-1S Meme Kanseri Cergeve kaymasi Y
12 PCBP4 PCBPa Akciger kanseri Ekzon kaybi Y
13 Syk Sky(s) Neoplastik Meme Dokusu 23 aminoasitlik kayip Y
BIRC5 (2B) Intron 2'nin parcasi
14 BIRC5 Renal hiicre karsinoma Y
BIRC5 (DEX3) Ekzon 3 yok
15 CXCR3 CXCR3B Renal Kanser Komplike D
16 AM L%(RUN AML1bDel Ovaryum Kanseri 6. Ekzon kayb1 Y
17 | FGFR3 FGFR3111S Néroblastoma Ekzon 9, 10 ve 7'den |y
30 bp kaybi
18 Cyclin D1 Cyclin D1b Akciger kanseri Ekzon 4 kayb1 Y
19 L1-cadherin svL1-cadherin Hepatocellular Karsinoma Ekzon 7 kaybi Y
20 Tert Tert-alpha Prostat Kanseri 12 aminoasitlik kayip Y
21 RIPK3 RIPK3 gamma Kolon ve akciger kanseri Komplike Y
TP73 exon2 Ekzon 2'yi igerir D
22 TP73 Prostat Kanseri
TP73-13 Ekzon 13 Kaybi1 Y
HAS1va Komplike
23 HAS1 Multiple myloma Y
HAS1vb Ekzon kaybi
24 FGFR2 FGFR2 _3 Uterus ve mide Ekzon 8 kaybi Y
25 | COL6A3-Ex6 | COLGA3+Ex6 Kolon Kanseri Ekzon 6 kaybi Y
caLD1-Ex6 Kolon Kanseri Ekzon 6 kaybi
26 caLD1-567 D
caLD1+5ext Kolon Prostat Ekzon 5 kaybi
VINC (- .
27 EK19) VINC1 (+Ek19) Kolon Kanseri Ekzon 19 kayb1 D
28 ACTN1 19a ACTNL1 19b Kolon Kanseri Ekzon 19 kayb1 D
29 NGLY1 NGLY1-Ex10 Uterus ve akciger Ekzon 10 kayb1
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Tablo 7. Calismada degerlendirilen proteinler (Devam)
No Protein Varyant Iligkili kanser Degisiklik EKS
30 TPM16a TPM16b Uterus ve akciger Ekzon 6 kaybi Y
31 ITB4 ITB4-4B Uterus ve akciger Ekzon 34 kayb1 D
32 DNMT3B DNMT3B-2 Meme ve Ovaryum Kanseri Ekzon 20 ve 21 kayb1 Y
33 APP (A4) APP-57 Ovaryum Kanseri Ekzon kaybi D
34 MCL1 MCL1+248 Ovaryum Kanseri Ekzon kaybi Y
35 DDR DDR+37AA Meme Kanseri 10. ekzo”gg ekstra37 |y
36 PLD1 PLD1b Neoplastic tifglz(r']‘)i"er"ung and Ekzon kaybi D
37 ADAM15 ADAM15-147 Meme kanseri 147 bp kayb1 D
38 VLDLR VLDLR-28AA Meme kanseri 28 aa kayb1 D
39 KLF6 KLF6SV1 Prostat Kanseri IVSI-27g>a Y
40 HMMR HMMR-45 Ovaryum Kanseri 45 bp kaybi D
41 | SCF (KITLG) | SCF (KILG-84) Kolon kanseri Ekzon 5 kaybi Y
42 PTPN13 PTPN13+57 Ovaryum Kanseri 57 bp fazla Y
IRFv1 Ekzon 9 kayb1 Y
43 IRF IRFv2 Servikal kanser Ekzon 7,8 kayb1 Y
IRFv3 Ekzon 8,9 kayb1 Y
CD44v6 Kolorektal Kanser
44 CD44 CD44s Komplike Y
Meme ve Ovaryum Kanseri
CD44+9,10
45 GLI1 GLI1v Ovaryum kanseri Komplike Y
46 ARM10 ARM10-2 Ovaryum kanseri Komplike Y

5.1.8.2. Karsinogenesis iliskili Grup icin Kullanilan Antikorlar.

degisen toplam 76 antikor kullamildi. Bu grupta kullanilan antikorlar rekominant
yontemlerle iretilmis olan “single chain variable fragment” (ScFv) antikorlardan
olusmaktadir. Bu antikorlar calismaya 6zel olarak Braunschweig Teknik Universitesi’ne

(Technische Universitat

(Braunschweig, Germany).

Braunschweig) baglh

30
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Tablo 8.

Kanserle iliskili olduklar1 bilinen ScFv antikorlar1

No

Antikor

Kullanilan antikor

Sayisi
1 ASGR1 2
2 BMX 4
3 CDA40 (Peptid49/Peptid50) 1
4 GAK 2
hSMAD?2
5 (29phosphoS465/467a) 8
(30phosphoS465/467a)
6 IL-6 1
7 JNK2 (MAPK 9) 6
8 PRKAR2A 4
9 PRKAR2B 2
10 MAPK1 / ERK2 3
11 MAPK11 / p38 beta 2
12 MAPK12 / p38 gamma 2
13 MAPK13 / p38 delta 1
14 MAPKS (JNK1) 3
15 MKK4 (MAPKK 4) 4
16 MKKG6 1
17 OTUB2 1
18 p38alpha 1
19 PRKAR1B 2
20 RAC1 3
21 SH21A 2
22 SHC4 1
23 SMAD 3 2
24 SMAD2 8
(29dephosphoS465/467a)
25 SMAD2 DQQ Peptid (?) 1
26 SMAD3 1
27 SMADA4 4
28 SMAD7 1
29 TGFR2 1
30 TNR5 1
31 STAP2 1
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5.1.8.3. Validasyon Antikorlar

Bu grup antikorlar ¢iplerin validasyonunda kullanilmak {tizere secilen 6 adet

proteine 0zgii ticari antikorlardan olugmaktadir (Tablo 9). Bu antikorlar, iiretici firma

tarafindan 6zgiinliikleri gosterilmis ve ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan antikorlar

arasindan secilmistir.

Tablo 9. Ticari olarak satin alinan antikorlar.
No Protein Antikorlar Sirket Katolog No
1 IGF Anti-IGF Dianova, Almanya | CYT-74875
2 |LYAM Anti-LYAM Dianova, Almanya | CYT-75097
3 | MMP7 Anti-MMP7 Dianova, Almanya | DLN-11054
4 | S10A6 Anti-S10A6 Sigma-Aldrich HPA007575
5 | WHOLE SERUM | Anti-WHOLE SERUM | Dianova, Almanya | 301-001-001
6 | CHTB VIBCH | Anti-CHTB VIBCH | MyBioSource,USA | MBS211979

5.1.8.4. ikincil Antikorlar

Calismada dort adet ikincil antikor kullanildi (Tablo 10). Bunlardan floresan (Cy3

ve Cy5) isaretli olanlar ¢iplerin validasyonu ve pozisyonel kontrol i¢in kullanildi. HRP

konjiike olan antikorlar ise westen blot ¢aligmalarinda kemiliiminesan goriintiilerin

alinmasinda kullanildi.

Tablo 10. ikincil (Sekonder) antikorlar

No

Antikorlar

Sirket

Anti Mouse IgG Cy3 Konjuke

Dianova,Almanya

Anti Rabbit IgG Cy5 Konjuke

Dianova,Almanya

Anti Rabbit IgG HRP Konjuke

Dianova,Almanya

AlWIN|F-

Anti Mause 1gG HRP Konjuke

Dianova,Almanya
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5.1.9. Soliisyonlar

5.1.9.1. SDS PAGE Elektroforez Soliisyonlari

a) 1.5 M Tris-HCI pH 8.8 (Ayirma Jel Tamponu)(200 mL)
44.2 g Tris HCI

Hazirlanisi:

44.2 ¢ Tris HC1 180 ml deiyonize suda ¢oziildii, pH 8.8 e ayarlanarak toplam

hacim deiyonize su ile 200 ml’ye tamamland1 ve oda sicakliginda saklandi.
b) 1.5 M Tris-HCI pH 6.8 (Yiikleme Jel Tamponu) (100 mL)

22.1¢ Tris HCI
Hazirlanisi:

44.2 g Tris HC1 90 ml deiyonize suda ¢6ziildii, pH 6.8 ¢ ayarlanarak toplam hacim

deiyonize su ile 100 ml’ye tamamland1 ve oda sicakliginda saklanda.
) %10 (w/v) Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) (20 mL)
29 SDS
Hazirlanisi:
2 g SDS 20 ml deiyonize suda ¢oziierek oda sicakliginda saklandi.

d) SDS-PAGE Tank Tamponu (1 L) (10 X)

30.3¢g Tris HCI

144 g Glisin

109 SDS
Hazirlanisi:

30.3 g Tris HCI, 144 g glisin ve 10 g SDS (% 0.1 w/v) 1 litre deiyonize suda
coziilerek oda sicakliginda saklandi. Caligma soliisyonu deiyonize su ile 1X olacak

sekilde sulandirildi.
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e) %10 (w/v) Amonyum Persiilfat (APS) (1 mL)

100mg  APS
Hazirlanisi:

100 mg APS 1 ml deiyonize suda ¢oziildii. Art1 dort derecede (+4 °C’de) sakland.
f) 4 X SDS-PAGE Yiikleme Tamponu

Ticari olarak satin alinan Roti Load® 4 X kullanildi, alikotlanarak oda

sicakliginda saklandi.
g) % 30 Akrilamid\Bisakrilamid

Ticari (Rotipharose Gel 30 ) kullanild1 ve 2-8 °C*de saklandi.
5.1.9.2. Western Blot ve Goriintiileme Soliisyonlari

a) Western Blot Anot I (500 ml)

18.2 ¢ Tris HCI
100 ml Metanol
Hazirlanisi:

18.2 g Tris HCI ve 100 ml metanol ¢oziilerek toplam hacim deiyonize su ile 500

ml’ye tamamland: ve oda sicakliginda saklanda.

b) Western Blot Anot 11 (500 ml)

15¢ Tris HCI
100 ml Metanol
Hazirlanisi:

1.5 g Tris HCI ve 100 ml metanol ¢dziilerek toplam hacim deiyonize su ile 500

ml’ye tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.

34



¢) Western Blot Katot (500 ml)

269 6-amiokaproik asit
100 ml Metanol
Hazirlanisi:

2.6 g 6-amiokaproik asit ve 100 ml metanol ¢oziilerek toplam hacim deiyonize su

ile 500 ml’ye tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.

d) 10 X TBS
31.52¢ Tris HCI
80 ¢ NaCl
Hazirlanisi:

31.52 g Tris HCI ve 80 g NaCl ¢oziilerek toplam hacim deiyonize su ile 900 ml’ye

tamamlandi pH 7.6 ya ayarlanarak son hacim 1L’ye tamamlandi.

e) TBST (1L)

100 ml 10xTBS
1ml Tween 20
Hazirlanisi:

100 ml 10 x TBS ve 1 ml Tween 20 1 litre (L) deiyonize suda dilue edildi.
f) %5 BSA-TBST / SUT TOZU-TBST (Bloklama Soliisyonu)

5 g BSA ya da Siit tozu
Hazirlanisi:

5 g BSA veya siit tozu 100 ml TBST igerisinde ¢oziilerek 4 °C’de saklanir.
Gerekli durumda BSA ve Siit tozu birlikte kullanilabilir.
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5.1.9.3. Mikroarray Solusyonlar:

a) 2 x Spotlama Tamponu

0.21g Sodyum bikarbonat
0.299 Sodyum kloriir
12.5 pl Dextran
0.40¢ Magnezyum kloriir 6 hidrat
3ug Igepal
5ug Sodyum I nitrit
Hazirlanisi:
0.21 g Sodyum bikarbonat, 0.29 g Sodyum kloriir, 12.5 pl Dextran , 040 ¢

Magnezyum Kloriir 6 hidrat, 3 pg Igepal ve 5 pg Sodyum III nitrit ¢oziilerek toplam

hacim deiyonize su ile 1 L’ye tamamlandi ve -20 °C’de saklandi.

b) 10 x PBS Stogu (3 L)

41.34¢ Sodyum |1 hidrojen fosfat Il hidrat
9.29 Potasyum fosfat
2409 Sodyum kloriir
39 Sodyum II nitrit
Hazirlanisi:

41.34 g Sodyum Il hidrojen fosfat Il hidrat, 9.2 g Potasyum fosfat, 240 g Sodyum
kloriir ve 3 g Sodyum III nitrit ¢oziilerek toplam hacim deiyonize su ile 3 L’ye

tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.
c) 0.1 x PBS

10 ml stok PBS deiyonize su ile 1 L’ye tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.
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d) PBS, % 0.05 Tween 20

100 ml PBS (10 x)
5mi Tween 20
Hazirlanisi:

100 ml 10 x PBS ve 5 ml Tween 20 ¢6ziilerek toplam hacim deiyonize su ile 1

L’ye tamamland1 ve oda sicakliginda saklandi.

e) PBS, % 0.05 Tween 20, % 0.05 Triton X-100

100 ml PBS (10 x)

5ml Tween 20

5ml Triton X-100
Hazirlanisi:

100 ml 10 x PBS, 5 ml Triton X-100 ve 5 ml Tween 20 ¢oziilerek toplam hacim

deiyonize su ile 1 L’ye tamamland1 ve oda sicakliginda saklanda.
f) % 1 Triton X-100

1lg Triton X-100
Hazirlanisi:

1 g Triton X-100 suda ¢oziilerek toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi ve oda

sicakliginda saklandi.
g) 1 M Sodyum Bikarbonat Soliisyonu

84 ¢ Sodyum bikarbonat
Hazirlanisi:

84 g Sodyum bikarbonat suda coziilerek toplam hacim 1 L’ye tamamlandi ve

alikotlanarak -20 °C’de saklandi.
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5.2. Yontem

5.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

5.2.2. Hiicre Hatlarindan Protein izolasyonu

1.
2.
3.

O N o O

9.

Pancl ve HPDE pelletleri ilk olarak 50 ml falkonda DPBS ile 1 kez yikandi.
Hiicreler 1200 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi.

Pellet yogunluguna gore hiicrelerin iizerine M-PER protein lizis sollisyonu
eklendi.

. Konfluent T175 flaski i¢in 1 ml.

o Konfluent T25 flaski i¢in 100 ul.

Pellet 1 ml siringa yardimiyla siispanse hale getirilerek hiicrelerin patlamasi
sagland1 (Pellet homojen hale gelinceye kadar asagi yukar1 yapilarak).

Daha sonra siispansiyon buz {izerinde yarim saat 70 rpm’de calkaland.

Yarim saat (30 dk) sonunda siispansiyon 1,5 ml eppendorf tiipe alindi.
Siispansiyon +4 °C’de 10 dk 12000 rpm’de santrifiij edildi.

Proteinleri iceren siipernatant, hiicre artiklarini iceren pellete dokunmadan yeni bir
eppendorf tiipe alindi.

Bu agamadan sonra protein konsantrasyonlari dl¢iildii.

5.2.3. Protein Konsantrasyonlarinn Olciilmesi

Tim protein Orneklerinin konsantrasyonlar1 BCA (bicinchoninic acid) Kkiti

kullanilarak 6lgiildii. BCA proteinlerin asidik ortamda Cu*? iyonlarini Cu*t iyonlarina

doniistiirmesi baz alinarak protein konsantrasyonunu yiiksek duyarlilikla dlgen bir

sistemdir. Olgiim kitin &nerdigi protokole gore asagidaki gibi yapildi. Ilk olarak

orneklerin konsantrasyonunun belirlenmesinde yardimci olmak iizere bovin serum

alblimin (BSA) kullanilarak 0 pg/ml (Blank) ile 2 000 pg/ml konsantrasyonlar1 arasinda

standartlar olusturuldu (Tablo 11).

38



Tablo 11. BSA standartlarinin olusturulmasi

Tiipler Dllllfzri]: g:())I]B)S (iﬁ)da Z?nsxg'?rglsl;[o(l;l) Son Konsantrasyon (ng/ml)
T1 0 300 (Stok) 2000
T2 125 375 (Stok) 1500
T3 325 325 (Stok) 1000
T4 175 175 (T2 den) 750
T5 325 325 (T3’den) 500
T6 325 325 (T5’den) 250
T7 325 325 (T6’den) 125
T8 400 100 (T7’den) 25
T9 400 0 Blank

5.2.3.2. Olciimiin Yapilmasi

1.

Kit soliisyonlar1 soliisyon A ile soliisyon B sirasiyla 50’ye 1 oraninda Slgiilecek
ornek sayisina gore hazirlandi.

Her bir 6rnek i¢in 200 pl kit soliisyonu kullanildi.

Standartlar 25 pl, 6rnekler ise 10 pl olarak 96 kuyucuklu plate’e yiiklendi. Daha
verimli sonug i¢in her bir 6rnegin konsantrasyonu iki kez odlgtilerek dlglimlerin
ortalamasi alindu.

Ornek ve standart yiiklenen kuyucuklara 200 ul soliisyon eklendi.

Plate 37 °C’de yarim saat (30 dk) inkiibasyona birakild.

Yarim saat sonunda 6rneklerin 562 nm’deki absorbanst TECAN Plate Reader ile
okundu.

Standartlarin absorbanslari ile olusturulan standart egri grafigi baz alinarak her bir

Ornegin protein konsantrasyonu hesaplandi.

5.2.4. Protein Orneklerinin Konsantrasyonlarinin Ayarlanmasi

BCA kiti ile olglilen orneklerin konsantrasyonlari; mikroarray calismalarinda

kullanilmak iizere tiim serum 6rneklerinin konsantrasyonlar1 PBS ile beraber 5 mg/ml

olarak ayarlanirken, western blotlama da kullanilacak doku ve hiicre hatti 6rneklerinin

konsantrasyonlari lizis soliisyonu ile 1 mg/ml olacak sekilde ayarlandi.
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5.2.5. Orneklerin Western Blotlama I¢in Denatiirasyonu

Protein konsantrasyonlar1 1 mg/ml olarak ayarlanan hiicre hatti (HPDE, Pancl) ve
doku (Karaciger, Karaciger Kanseri) ornekleri {izerine ticari olarak satin alinan 4 x
yiikleme tamponu (Son hacmi 1 x olacak sekilde) eklendi. Daha sonra rnekler 95 °C’de
5 dk denatiirasyona birakildi. 5 dk sonunda denatiire olan 6rnekler western blotlama i¢in

kullanilmak tizere alikotlanarak -20 °C’de saklandi.
5.2.6. Serum Havuzlarinin Olusturulmasi

Her iki kanser ile ilgili g¢alismalarda kullanilmak tizere elimizdeki hasta
orneklerinin karisimi ile asagidaki havuzlar olusturuldu. Olusturulan her havuz
tablolarda belirtilen sayidaki orneklerin ayn1 miktarda karigimiyla hazirlandi (Tablo12)
(Tablo13).

Tablo 12. Alt tir havuzlan

Havuz Kodu | Havuzlar Ornek
Sayisi

H 1 FL Havuzu 20
H 2 CLL Havuzu 20
H 3 DLBCL Havuzu 63
H 4 PDAK Havuzu (PK) 24
H 5 KP Havuzu 9

H NR Normal Birey Havuzu 40

Tablo 13. Kanser (Referans) havuzlar

Havuz Kodu | Havuzlar Ornekler Toplam Ornek

H P Pankreas KP+PDAK+Normal 15
Havuzu

H N Lenfoma FL+CLL+DLBCL+Normal 68
Havuzu

5.2.7. Orneklerin ve Havuzlarin Floresan Boyalarla Isaretlenmesi

Kalite kontrol ve 6n tarama asamasinda kullanilan referans havuzlari ve alt tiir

havuzlari hem Cy3 hem de Cy5 floresan boyast ile isaretlendi.
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Markir taramasinda kullanilan kisisel serum Orneklerinin her biri ise Cy5 ile

isaretlendi. Bu Orneklere karsi tarama da referans olarak Cy3 ile isaretlenmis Pankreas

havuzu ve Lenfoma havuzu kullanildi.

Isaretleme reaksiyonu asagidaki gibi gerceklesti.

Protein konsantrasyonlar1 Ol¢iiliip 5 mg/ml ayarlanan serum Ornekleri (son
konsantrasyon 4 mg/ml olacak sekilde) ve 250 ul %1 Triton X-100 ve 100 mM
sodyum bikarbonat igerisinde 400 mM boya vorteks iizerinde 2 saat +4 °C’de
inkiibasyona birakildu.

Daha sonra reaksiyonu durdurmak i¢in toplam hacmi 1 M olacak sekilde hidroksil
amin boya-serum karisgtminin iizerine eklendi ve yine +4 °C’de 20 dk vorteks
izerinde inkiibasyona birakildi.

20 dk sonunda 6rnekler lizerine son konsantrasyonu 1 x olacak sekilde proteaz

fosfataz inhibitdr kokteyli eklendi ve direkt 1siktan korunarak -20 °C’de sakland.

5.2.8. SDS-PAGE Hazirhg:

Onemli Notlar

Jeller sagliga zararli kimyasallar (TEMED gibi) icerdiginden tiim asamalar kabin
icinde yapildi ve eldiven kullanildi.

Cesitli protein kontaminasyonlar: engellemek i¢in tiim camlar ve zemin %70’lik
etanolle dezenfekte edildi.

Camlar kullanildiktan sonra oncelikle sicak suyla yikandi. Daha sonra distile
sudan gecirilerek kurutuldu. Bu hem jel artiklarin1 ve kalintilarin temizlenmesini
sagladi.

Camlar kurutulurken birbirine degdirilmedi.

Jel dokiimii sirasinda eger ikiden fazla jel ayni anda hazirlanacaksa hazirlanan
karisim TEMED eklenmeden 6nce 5’er ml olacak sekilde ayrilarak TEMED ayr1

ayr1 eklendi (Jellerin ayni olabilmeleri igin).

5.2.8.1. SDS-PAGE Jel Elektroforez Camlarinin Hazirlanmasi

Camlar kontaminasyonlar1 veya jel kalintilarin1 engellemek i¢in %70’lik etil alkol

ile temizlendi.
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Ayrica western blotlama sonrasinda camlar ilk olarak sicak suyla yikanir ve jel

kalintilart miimkiin oldugunca temizlendi.
Ardindan distile su ile durulandi.
Temizlenen camlar pegete kullanilarak kurutuldu.

Bir sonraki ¢alisma igin aralarina pegete konularak saklandi.

5.2.8.2. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

a). Ayirma Jelinin Dokiilmesi

1.

10.

11.

12.

Gereksinim duyulan ayirma jeli yiizdesine gore jellerin hazirlanmasi igin gerekli

olan kimyasallar kabin igerisine yerlestirildi.
Uzun ve kisa camlar birlestirilerek jel hazirlama standina yerlestirildi.
Bu sirada jelin alt kisimdan sizmamasi i¢in dikkatli olundu.

Kimyasallar asagidaki igerik listesinde verilen siraya gore 50 ml falkonda

karigtirildi istenilen yiizdeye gore hazirlanir (Tablo 14).

SDS ve APS ekledikten sonra falkon karigimin homojen hale gelmesi icin dairesel

bicimde bir hareket yapilarak karistirildi.

Polimerlesmeyi saglayacak olan TEMED eklenmeden o6nce jeli dokmek icin

kullanilacak pipet 1 ml’e ayarlandi.

TEMED eklendikten sonra birka¢ kez pipetaj yapilarak TEMED’in homojen bir

bicimde yayilmasi saglandi.

[lk olarak ayirma jeli hazirlandi.

Hazirlanan karisim camlar arasina hava kabarcigi birakmadan aktarildi.
Jel kisa camin iist kismindan 1 cm asagisina kadar eklendi.

Bu kisma soguk izopropanal eklenerek {ist kismin diiz bir sekilde polimerlesmesi

saglandi.

Falkonda arta kalan jel baz alimarak polimerizasyonun tamamlanip

tamamlanmadigi kontrol edildi (Polimerlesme yaklasik 30-60 dk).
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Tablo 14. Ayirma jeli igerigi

Malzemeler %10 %12 %15
ddH,0 2.00 ml 1.70 mi 1.20 mi
Acrylamid (30% acrylamid mix) | 1.65 ml 2.00 ml 2.50 ml
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 1.25 ml 1.25 mi 1.25 mi
10% SDS 100 L 100 puL 100 puL
10% APS 100 uL 100 uL 100 uL
TEMED 6.7 puL 6.7 puL 6.7 puL
Toplam 5 mi 5 ml 5 ml

b). Yiikleme jelinin dokiilmesi

1.  Ayirma jeli polimerlestikten sonra, jelin {izerindeki izopropanol (biitanol su
karisimi da olabilir) dokiilerek uzaklastirildi. Geriye kalan az miktardaki

izopropanol kagit mendile emdirilerek jelin tizerinden alindi.

2.  Hazirlanan yiikleme jeli (Tablo 15) hizli bigcimde camlar arasinda kalan 1 cm’lik

bosluga aktarildi.
3. Alkolle dezenfekte edilen tarak dikkatlice camlar arasina yerlestirildi.

4.  Polimerizasyon igin beklendi (Polimerlesme yaklasik 30-60 dK).

Tablo 15. Yiikleme jeli icerigi

Malzemeler %5

ddeO 150 ml
Acrylamid (30% acrylamid mix) 0.65 ml
1.5 M Tris-HCI pH 6.8 0.35 ml
10% SDS 25 ulL
10% APS 50 uL
TEMED 3 uL
Toplam 5 ml
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5.2.9. SDS-PAGE Jellerinin Elektroforezi

5.2.9.1. Hazirlanan Jelin Tanklara Yerlestirilmesi

1.

Polimerizasyonun tamamlanmasindan sonra camlar tanktaki haznesine dikkatlice

yerlestirildi.
Tank soluysonu belirtilen noktalara kadar dolduruldu.
Tarak solusyon doldurulduktan sonra kuyucuklara zarar vermeden ¢ikartildi.

Jel, 6rneklerin yiiklenmesi i¢in hazir hale getirildi.

5.2.9.2. Orneklerin Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Yiirtitiilecek proteinlerin konsantrasyonlari dl¢tilerek ayarlandi.

Omneklerin iizerine uygun miktarda yiikleme soliisyonu eklendi. Yiikleme

sollisyonunun son konsantrasyonunun 1 x olmasi saglandu.

Ornek-Yiikleme Soliisyonu karisimi 95 °C’°de 5 dk kaynatildi (denatiirasyon).
Kuyucuklara maximum 10 pg 6rnek yiiklendi (BioRad 15 X kuyu i¢in).
Kuyucuklara maximum 20-25 pg 6rnek yiiklendi (BioRad 10 X kuyu igin).
Genellikle ilk ve son kuyuya markir yiiklendi.

Ornekler 135 Voltta (500mA, 150W) yaklasik 1-1.5 (60-90 dk) saat yiiriitiiliir.

Yiriime; markirin yilirime hizi kontrol edilerek ayarlandi.

Markir renkli degil ise boya kontrol edilerek ylirlime zamani ayarlandi

(Bromfenol Mavisi 10 kDa ile yiiriir).

5.2.10. Western Blot (Semi Dry Sistem)

Onemli Notlar

Metanoliin zararli olmasindan dolayi kabin i¢inde ¢aligildi.
Jel tanktan ¢ikarildiktan sonra birkag¢ dakikaligina sogutuldu.
Membrana el ile dokunulmadi. Pens kullanildu.

Biitiin asamalarda hava boslugu birakmamaya 6zen gosterildi.
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a) U¢ Tamponlu Sistem:

10.

11.

Blotlama i¢in 12 tane ince Watmann kagidi kullanildu.

Kagitlara hazirlanan 3 farkli soliisyon emdirildi.

. 4 kagit Anot 1 ile

. 2 kagit Anot 2 ile

. 6 kagit katot ile

Jel camlardan ayrilmadan 6nce miimkiin oldugunca anot 2 soliisyonu ile 1slak hale
getirildi.

Spatula iki cam arasina sokularak camlar birbirinden dikkatlice ayrildi.

Jelin artik kisimlar1 (ylikleme jeli, jelin kenar kisimlart gibi) spatula ile kesilip
atild.

Jelin sag alt tarafinda isaretlemek amaciyla hafifce kesildi. Bu jelin western blot
yapilirken dogru sekilde yerlestirilmesine yardimc1 oldu.

Anot 1 soliisyonu ile 1slatilan kagitlar ve ardindan anot 2 soliisyonu ile 1slatilan
kagitlar cihaza yerlestirildi.

Daha sonra anot 2 soliisyonu ile aktive edilen membran (5-10 sn) kagitlarin
tizerine yerlestirildi (Membran ile kagitlar arasinda hava kabarcigi kalmamasina
dikkat edildi).

Membranin istiine daha Once isaretlenen jel uygun bicimde yerlestirildi
(Membran ile jel arasinda hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi).

Son olarak katot ile islatilmis kagitlar jelin lizerine hava kabarcigi kalmayacak
sekilde yerlestirilerek sandvig olusturuldu (Sekil 7).

Sandvi¢ olusturulduktan sonra tiim hava bosluklarinin giderilmesi i¢in yuvarlak
bir silindir hafif basin¢ uygulanarak sandvig tizerinde yuvarlandu.

Western blot 35 Voltta 1 saat (500mA,150W) yiriitiildii.
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Sekil 7. Sandvi¢ olusumu

5.2.11. Western Blot’1in Kontrolii

1.
2.
3.

1 saat sonunda membran etil alkolle temizlenmis bir kaba alindi.

Ponceau red boyasiyla boyanarak western blot kontrol edildi.

Bu asamadan sonra, son agamaya kadar membranin kurumamasina dikkat edildi.

5.2.12. Membran Uzerindeki Proteinlerin Goriintiilenmesi

Onemli Notlar

Antikorlar gerekli miktarda falkon igerisinde {ireticinin tavsiyesine gore dilue

edildi. Genellikle birincil antikorlar 1:1 000 oraninda dilue edilirken, ikincil antikorlar

1:10 000 oraninda sulandirildi.

5.2.12.1.Membranin Bloklanmasi ve Proteinin Immiinokimya ile Goriintiilenmesi

1.

Bloklama i¢in hazirlanan 10 ml bloklama soliisyonu 50 ml falkon igerisinde, oda
sicakliginda 1 saat roller mikserde inkiibasyona birakilir.

Bloklamadan sonra eger aynm1 membran lizerinde birden fazla antikor kontrol
edilecekse membran markir yardimiyla belirlenen uygun boélgelerden kesilerek
isaretlendi.

Bloklanan membran, daha Once hazirlanmis olan birinci antikor/bloklama
(1:1000) solusyonu igerisinde roller mikserde {izerinde 1 saat oda sicakliginda ya
da over-night inkiibe edildi.

Birincil antikor inkiibasyonundan sonra membran 3 defa 10’ar dakika TBST

igerisinde calkalayici lizerinde yikandi.
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5. Daha sonra membran birincil antikorlara uygun ikincil antikorlarla roller mikserde
1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

6. Bu inkiibasyondan sonra membran tekrar 3 defa 10’ar dk TBST igerisinde
calkalayici lizerinde yikanda.

7. Ugiincii yikamadan sonra membran pens ile kenarindan tutularak bir kurulama
kagidi tlizerinde kenarindan degdirilerek kurumasi saglandi ve temiz bir kaba
aktarildu.

8.  Immiinokimya ile saptamak igin hazirlanan 1 ml ECL soliisyonu ile muamele
edildi (1-2 dk).

9.  Daha sonra membran iizerindeki fazla miktardaki ECL karisimini uzaklagtirmak
icin tekrar kurulama kagidi iizerinde kenarindan degdirildi.

10. Buasamadan sonra film ya da kamera kullanilarak sonuclar elde edildi.

11. Alnan her bir fotograf i¢in inkiibasyon siiresi (exposure time) kaydedildi.

12. Inkiibasyon siiresi bantlarin kalitesine gore artirilip azaltilda.

13. Eger membran tekrar kullanilacaksa TBST igerisinde 4 °C’de sakland.

14. Membran {lizerinde yeni bir antikor kontrolii yapilacaksa membran kazima
(Stripping buffer) soliisyonu kullanilarak ayni asamalar tekrar farkli antikor igin

tekrarlandi.
5.2.13.Antikor Mikroarray Ciplerinin Uretilmesi (Antikor Printing)

Antikor mikroarray cipleri Uretiminde Epoksi kapli Nexterion E slaytlar
kullanilds. 1lk olarak spotlanacak olan biitiin antikorlar, pozisyonel ve negatif kontroller
de dahil olmak iizere final konsantrasyonu 1 mg/ml olmak {izere 2 x spotlama soliisyonu
icerisinde 384 kuyucuklu platelere aktarildi. Tiim antikorlar ve kontroller kullanilarak
hazirlanan plateler plate vortexer ile homojen hale getirildikten sonra 1000 g’de 2 dk

santrifiijlenip 4 °C'de saklandi.

Antikorlarin slaytlara spotlanmasi i¢in Micro Grid Spotter (Biorobotics, UK)
kullanild1 (Sekil 8). Robotun yikama soliisyon rezervuarlari ve hava nemlendirici
bolmeleri saf su ile temizlenip sicakligi 10 °C'ye ayarlandi. Spotlama pinleri alkol ve
distile su ile temizlenerek uygun bolmelere yerlestirildi. Spotlama kontrolii i¢in 1 mg/ml
BSA igeren 1 x spotlama soliisyonu kullanarak bir 6n spotlama (2 000 spot) yapildi.

Kontrol sonrasinda sistemin ¢aligmasinda herhangi bir sikinti goriilmedi. Bu asamadan
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sonra ilk olarak 10 adet kalite kontrol amagli ¢ip, kalite kontrol testelerinden sonra da
200 adet ¢ip iiretildi. Uretim %50 nem altinda gergeklestirildi. Spotlama bittikten sonra
cipler karanlikta O/N bekletildikten sonra kuru sekilde 4 °C’de saklanda.

Antikor spotlama
solisyon karigimi
[ Spotlama pini

S Spotlanmis antikor

Epoksi kapli lam

Sekil 8.  Antikorlarin ¢iplere spotlanmasi

Her bir ¢ip tizerine 200 splise varyant antikoru, 76 ScFv antikoru, 6 tane ticari
olarak satin alinin antikor, 2 tane floresan isaretli ikincil antikor ve negatif kontrol
olarak BSA olmak tizere 285 farkli spot yapildi. Splise varyant antikorlari ve ScFv
antikorlar1 her bir ¢ipte farkli noktalarda olmak tizere 6 kez spotlandi. Sadece 5 puL 2 x
spotlama soliisyonu ve 5 pLL BSA iceren karisim negatif kontrol olarak, her bir ¢ipte
farkli bolgelerde 36 kez spotlandi. Pozisyonel kontrol olarak 5 ul Anti Mause Cy3 ve 5
ul Anti Rabbit CyS5, 5 pl 2 x spotlama soliisyon ile beraber teker teker ve karisik (2.5 pl
Cy3+ 2.5 ul Cy5) olmak tizere 126 kez spotlandi. Pozisyonel kontroller slaytlarin
oryantasyonunun belirlenmesi, spotlama bdlgesinin taninmasi ve resimleme silirecinde
yardimct  oldu. Ticari olarak satin aliman antikorlar arasinda bulunan
ANTI WHOLE SERUM antikoru tiim serum proteinlerini baglamasi agisindan,
karsilastirmasi yapilan serum 6rneklerin normalizasyonu asamasinda kullanildi. Ayrica
yine ticari olarak satin alinan antikorlar arasinda bulunan kolera enterotoksin b alt

birimine spesifik (CHTB_VIBCH) antikor, negatif kontrol olarak kullanildi (Resim 1).
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Pozisyonel Kontroller R R

Spotlanan Antikorlar o e

Negatif Kontroller

10 x 10 x 18=1 800 spot

Resim 1.  Spotlarin ¢ip iizerinde tanimlanmasi

5.2.14.iki Renkli Antikor Mikroarray (Yarismaci ikili Sistem) Tasarimlari

Iki renkli sistem igin 2 farkli tasarim kullanildi. Bunlardan birincisi iki farkl
ornegin ya da ornek grubunun dogrudan karsilastirilmasi, ikincisi ise her bir 6rnegin

referans olarak olusturulan grupla karsilastirilmasi ile olusturuldu.
5.2.14.1.Dogrudan Karsilastirma

[k olarak direk bir karsilastirma igin, iki farkli 6rnek ya da ornek tipi farkli
floresan boyalarla isaretlenerek ayni c¢ip lizerine tatbik edildi. Bu yontem {iretilen
ciplerin kalite kontrolii asamasinda ve her iki kanser tiirlinde de havuzlarla yapilan 6n
taramalarda kullanildi. Pankreas grubu 6n taramasinda H_4 kodlu PK havuzu ve H_5

kodlu KP havuzu H_NR kodlu saglikli birey havuzu ile karsilastirildi (Sekil 9).
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°—) Cy5 ile isaretlenen serum e—lv Cy3 ile isaretlenen serum

Sekil 9.  Pankreas grubu 6n tarama tasarim

Ayni 0n tarama c¢aligmasi lenfoma grubu i¢in H_1 kodlu Folikiiler lenfoma, H 2
kodlu kronik lenfosittik 16semi ve H_3 kodlu difiiz biiyiik B-hiicre lenfomas1 havuzu ile
H_NR kodlu saglikli birey havuzu dogrudan karsilagtirilarak yapildi (Sekil 10).

O ==
O = @Y
O = Y
O ==Y

’°—> Cys5 ile isaretlenen serum @ﬁ Cy3 ile isaretlenen serum

Sekil 10. Lenfoma grubu 6n tarama tasarimi

5.2.14.2.Referans Tabanh Karsilastirma

Diger yontemde ise tiim bireysel 6rnekler Cy5 boyasi ile isaretlenirken, her iki
kanser tiirii i¢in olusturulan referanslar (H P ve H L) Cy3 boyasiyla isaretlendi. Daha
sonra drneklerle referans ile ayni ¢ipte hibridize edilerek bireysel 6rneklerin ekspresyon

seviyesindeki farkliliklar arastirildl (Sekil 11)(Sekil 12).
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’°—> Cys5 ile isaretlenen serum

Sekil 11. Pankreatik kanser i¢in markir taramasi tasarimi

’°—> Cys5 ile isaretlenen serum eﬁ Cy3 ile isaretlenen serum

Sekil 12. Lenfoma i¢in markir taramasi tasarimi

5.2.15. Hibridizasyon

Tasarimi yapilan yarigmaci ikili sistemin hibridizasyon asamasi TECAN HS4800

(TECAN, Isvigre) cihazi ile asagidaki gibi gerceklestirildi.

1.

Daha 6nce kalite kontrolii yapilarak +4 °C’de saklanan gipler cihazin bolmesine
yerlestirildi ve azot valfi agild1.

Yikama ve durulama asamalarinda kullanilan 0.1 x PBS, PBST, PBSTT ve dH,0
1 litrelik kavanozlarda hazirlandi, cihazin hortumlar1 kavanozlarin igine
yerlestirildi ve her bir hortumun hangi soliisyona bagli oldugu cihaza tanitildu.
Cipler ilk olarak PBST ile 90 sn yikandi.

Daha sonra ¢ipler 200 pl ticari bloklama soliisyonu ile 1 saat muamele edildi.

Bloklamadan sonra ¢ipler PBSTT ile 20 sn yikand1 ve 15 sn kalan sivilar emildi.
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6. Buasamadan sonra ¢ipler 10 pl hasta, 10 ul kontrol ve 180 ul bloklama soliisyonu
(dogrudan karsilastirma) ya da 10 pl 6rnek, 10 ul referans ve 180 ul bloklama
soliisyonu (referans tabanli karsilastirma) ile yaklasik 3 saat hibridizasyona
birakildi.

7.  Hibridizayon sonrasinda ¢ipler ilk olarak PBSTT ile sirasiyla 90 sn, 30 sn ve 30
sn olmak iizere 3 kez yikandi.

8.  Ardindan 0.1 x PBS yikand1 30 sn yikand1 ve son olarak dH,O ile 30 sn durulandi.

9. Tim bu asamalardan sonra c¢ipler 5 dk kurutma islemine tabi tutularak ve

fotograflama icin hazir hale getirildi.
5.2.16. Ciplerin Fotograflanmasi

Ciplerin fotograflanmasi i¢in TECAN Power Scanner (TECAN, Avusturya) cihazi
kullanildi. Cipler cihazin haznesine yerlestirildi. Taramasi yapilacak alan cihaza tanitildi
ve ¢Oziliniirliik 10 mikrometre (um) olarak ayarlandi. Lazer giicli ise hem otomatik hem
de manuel olarak ayarlandi. Diger parametreler otomatik olarak kullanildi ve her bir
cipin yiiksek kaliteli tiff formatinda her iki dalga boyunda (532 nm ve 645nm)
fotograflari ¢ekildi.

5.2.17. Spotlarin Tamimlanmasi

Ciplerdeki her bir antikora (spot) baglanan iki farkli boyayla isaretli 6rneklerin
yogunluklarimi karsilastirilmasi i¢in ilk olarak Genepix Pro 6.0 programi kullanilarak
her bir spot bolgesi belirlendi (Resim 2). Spot bdlgesi belirlenirken iki dalga boyunda
fotograflanan her bir ¢ip birlestirilerek yapildi. Spot olarak tanimlanan her bir alanin
sinyal yogunluklar1 oranlar1 karsilagtirilarak sayisal bir veri elde edildi. Bu sayisal

veriler “.gpr” uzantili dosyalarda depolandi.
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Spotlar

.. Belirlenen Spot
Bolgesinin Sinir

Arka Plan

Resim 2.  Spotlarin tanimlanmasi

5.2.18. Sonuclarin Analizi

Olusturulan “gpr” dosyalarinin istatistiksel analizleri R Bioconductor programi

kullanilarak Dr. Christoph Schréder tarafindan yapildi. Bu analizler kisaca 3 asamadan

olusmaktadir.

1. Ik olarak ¢ip iizerinde bulunan Anti Whole Serum antikoru baz almarak
orneklerin normalizasyonu yapildi.

2. Daha sonra spotlardaki sinyal yogunlugunun arka plan sinyal yogunluguna
orantyla SNR grafikleri olusturuldu. Bu grafikler ¢iplerin kalitesinin
belirlenmesinde kullanildi. Kalite iki parametreye bakilarak belirlendi.

. Sinyal yogunluk/Arka plan oranlarinin 1’den biiylik olmasz.
° Sinyal yogunluk ortalamalarinin ayn1 seviyede olmasi.
3. Kalite kontroliinden gegen ¢ipler ekspresyon analizlerinde kullanildi.
4,  1ki farkli grup arasindaki ekspresyon seviyesindeki farkliliklar Empirical Bayes

testi ve p-degerlerinin Bonferroni-Hochberg multiple test tanimlama sistemi ile

yapildi. P-degeri 0.05°in altinda olanlar anlamli olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

Bu calisma ile pankreas kanseri ve lenfomanin erken tanisinda kullanilabilecek
potansiyel biyomarkirlarin antikor mikroarray yontemi kullanilarak arastirilmasi
hedeflenmistir. Caligma kapsaminda iki farkli gen grubundan {iretilen proteinlerin
biyomarkir olup olmayacagi arastirildi. Birinci grup, farkli kanser tiirlerinde alternatif
splising sonucu varyantlariin olusturuldugu gosterilmis olan 46 adet gen temel alinarak
olusturulmustur. Bu grup icinde yer alan her bir gen tarafindan kodlanan splising
varyantlar1 hedef olarak se¢ildi ve bu grup “splising grubu” olarak adlandirild1 (Bkz
Tablo 7). Ikinci grup ise, kanserle iliskili yolaklarda gorev aldig: bilinen proteinler
arasindan secilmis 31 proteinden olusturulmustur ve ¢alisma ig¢inde ‘“karsinogenezis
iligkili grup” olarak adlandirilmistir (Bkz Tablo 8). Splising grubu ve genezis iligkili
grup i¢inde yer alan proteinlerin pankreas grubundaki ekspresyonlari 5’1 pankreas
kanseri, 5’1 krononik pankreatitis, 5’1 saglikli birey olmak tiizere 15 bireyin serum
orneklerinde taranmistir. Lenfoma icin ise bu proteinler, 17’si difiiz biiyiik B-hiicre
lenfomasi, 17’s1 kronik lenfosittik 16semi, 17°si folikiiler lenfoma ve 17’si de saghkli
bireylere ait olan toplam 68 farkli serum Orneginde taranmustir. Splising grubu
proteinlerin ekspresyonlarinin taramasi, her bir protein i¢in, bu ¢aligmada kullanilmak
tizere iretilmis iki farkli poliklonal antikor ile gergeklestirilmistir. Karsinogenezis
iligkili grup i¢inde yer alan proteinlerin ekpresyonlarinin taramasi ise, proteinlere farkli
epitoplarindan baglanan toplam 76 single chain variable fragment (ScFv) antikoru

kullanilarak yapilmistir.

Uretilen her bir splise varyant antikorunun ¢alisip ¢alismadig dncelikle western
blot yontemi ile test edildi. Ayn1 zamanda ilgili genlerin farkli splising varyantlarinin
olup olmadigi belirlendi. Bu asamadan sonra biitiin antikorlar (200 splise varyant
antikoru, 76 ScFv antikoru) kullanilarak antikor-mikroarray ¢ipleri olusturuldu ve
caligmaya dahil edilen biitiin serum 6rneklerinin ilgili protein ekspresyon seviyeleri bu
cipler ile tarandi. Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri uygun programlar ile

yapildi.
6.1. Antikorlarin Western Blot Yontemi ile Test Edilmesi

Antikorlarin validasyonu; biyomarkir aragtirmalar1 i¢in olmazsa olmaz bir

parametredir. Biyomarkir olarak belirlenen proteinlere 6zgii antikorlarin tanimlanmasi
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ve Ozglinliigiiniin kontrolii, klinik ¢alismalarda kullanilabilirliklerini artirmaktadir. Bir
antikorun kalite ve Ozgiinliigiiniin kontrolii icin western blotlama teknigi en sik

kullanilan yontemdir (78).

Bu noktadan hareketle ¢alisma igin iirettirilen 200 antikorun 6zgiinliigii; western
blot yontemi ile saglikli karaciger dokusu, karaciger kanseri dokusu, normal pankreas
hiicre hatt1 ve pankreatik kanser hiicre hattindan elde edilen hiicre lizatlarinda test
edildi. Beklenen molekiiler agirlikta, tek bant veren antikorlar “yiiksek derecede 6zgiin”,
beklenen molekiiler agirlikta bant ile birlikte farkli molekiiler agirlikta bantlar veren
antikorlar “spesifik”, beklenen molekiiler agirlikta bant vermeyen, ancak farkli
molekiiler agirliklarda bir ya da birden fazla bant veren antikorlar “non-spesifik” ve

herhangi bir bant vermeyen antikorlar “baglanmayan” olarak siniflandirildi (Resim 3).

a) b)
O A — s O &) s an
2 ¥z I o 2 Y Z g
100 kDa — 130 kDa — [
e -———
70 kDa — 100 kDa —
- -
CAL17 (Mw: 92 kDa) TERT (Mw: 120 kDa)
c) d)
S § § 3 S § 5 3
% S Z v % v AR,
50 kDa — .,3 100 kDa —
40 kDa —— [SE——— 70 kDa —
I -
ITB4 (Mw: 200 kDa) A4 (Mw: 84 kDa)

Resim 3. Western blot sonuglart ile antikorlarin smiflandiriimasi;, a) 92 kDa
molekiiler agiliktaki CAL17 proteinine 6zgli antikorun yliksek derecede
Ozgiinliikle baglanmasi, b) 120 kDa molekiiler agirliktaki TERT proteine
kars1 iiretilen antikorun spesifik olarak baglanmasi, ¢) 200 kDa molekiiler
agirhiktaki ITB4 proteinine 6zgli olarak {iretilen antikorun non-spesifik
baglanmasi, d) 84 kDa molekiiler agirliktaki A4 proteine karst iiretilen
antikorun hedefe baglanmamasi, NKD; Normal Karaciger Dokusu, KKD;
Karaciger Kanseri Dokusu, NHH; Normal Hiicre Hatti, KHH; Kanser Hiicre
Hatt1
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Bu smiflandirmaya gore calisma igin irettirilen antikorlardan 33’1 yiiksek
derecede 6zgiin, 81’1 spesifik, 72’si 6zgiin olmayan ve 14’linlin herhangi bir proteine

baglanmadigi goriildii (Tablo 16).

Tablo 16. Splise varyant antikorlarinin validasyonu, E: Epitop, O: Ozgiinliik, P:
Patern, Y: Yiiksek spesifite, S: Spesifik, N; Non-spesifik, B; Baglanma yok,
FP: Farkli patern, AP; Ayni1 patern

Protein WT E|IO| P Varyant ElO| P
1 Racl LY AP Raclb LIYIFP
21Y|AP 2| N|AP
1S |AP 1[N|AP
2 TFEPI2 > TN AP asTFPI2 > TN AP
1Y |FP i 1[N|AP
3 CCKBR ARNANT CCKBR isv > TN AP
1S |AP 1S |AP
4 MDM2 > s (AP MDM2b > TS AP
1(B|AP 1(B|AP
5 HDMX > 1B AP HDMX(S) > TN AP
1[N|AP 1[N|AP
kl kll

6 cr 2| N|AP cr 2| N|AP
1[N|AP 1S |AP
7 11P45 > TN AP 11P45S >Ts [ Ap
1S |AP 1[N|AP

8 LRRFIB 1 LRRFIB 2
2| S| AP 2| N|AP
1Y |FP 1Y | AP
9 CYP1A1l > TS ap CYPl1lAlv >Ts AP
1(Y|AP 1S |AP
10 Trka > TN AP Trkalll >1s [ ap
11 XBP1 1S |AP XBP1 2 LIN|AP
2| B|AP - 2| N|AP
1[N|AP 1[N|AP
12 poly(rC) 4 > TN AP poly(rC)a STy [ ap
1Y |AP 1[N|AP

k k
13 Sy 2 s [AP Sky(s) 2 Y [ AP
1[N|AP 1[N|AP
BIR BIR

14 5 2| N|AP €53 2| N|AP
1[N|AP 1[N|AP
15 CXCR3 > TN AP CXCR3B > TN AP
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Tablo 16. Splise varyant antikorlarinin validasyonu (Devam)

Protein WT E|O| P Varyant E|IO| P
AML1b(three) 1]1Y|AP 1|1Y|AP
AML1bDel RUNX

16 RUNX 2 v AP PDel RUNX - 1 Tar
1| S|AP 1|1 S|AP
17 FGFR3 > TS [ Fp FGFR3111S > 1S | Ap
: 1S |AP . 1S |AP
18 Cyclin D1 > TS [ ap Cyclin D1b > TS AP
. 1| S|AP . 1Y |AP
19 L1-cadherin > Ts [ ap svL1-cadherin > TN AP
1S |AP 1S |AP
20 Tert > TS [ Ap Tert-alpha > TS AP
21 RIPK3 118 1AP RIPK3 gamma 118 AP
2 Y [AP g 2| B|AP
1| S|AP 1|Y|FP
22 P73 AR P73 exon2 > TV [ Ep
1Y |AP 1Y |FP
23 HAS1 ARANT HAS1b > TV [ ap
1| S|FP 1| S| AP
24 FGFR2 > TB AP FGFR2 3 > 1S [ Ap
1S |AP 1S |AP

- +
25 COL6A3-Ex6 > s [ ap COL6A3+Ex6 >Ts [ Ap
1S |AP _ 1[N|AP
26 caLD1-567 > TN AP CALD1skip exon6 > TN AP
_— 1Y |AP : 1S |AP
27 | VINC (19 Skipping) ARANT VINC1 (19 Including) > TV [ AP
1S |AP 1S |AP

ACTN11 ACTN11
28 C 9a AN C 9b > TS AP
1| N|[AP .. 1| N|[AP
29 NGLY1 ST T Ap| NGLY1Skipping 10 —————
1Y |AP 1Y |FP
30 TPM16b ARNANT TPM16a >Tv [ Fp
31 ITB4 L)S|FP ITB4-4B LIN]AP
2 N|[AP 2| N|AP
32 DNMT3A LINJAP DNMT3B-2 LN AP
2 N|[AP 2| N|AP
1| N|AP 1(B|AP
33 APP (A4) > TN AP APP-57 > 1B AP
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Tablo 16.

Splise varyant antikorlarinin validasyonu (Devam)

Protein WT E|O| P Varyant E[O| P

34 MCL1 ; E ﬁE MCL1+248 ; E QE
35 DDR LY |AP DDR+37AA 1]S AP
2| s AP 2 s AP

1|s|ApP 1|s|ApP

36 PLD1 > TS [ Ap PLD1-114 > TS [Ap
37 ADAM15 1]S AP ADAM15-147 L]S AP
2|S|AP 2 S |AP

1|B|AP 1S |AP

38 VLDLR > TN AP VLDLR-28AA > TS AP
1[{Y|AP 1S |AP

39 KLF6 > TY [ AP KLF6SV1 > TN AP
1[s]|Fp 1[s]|Fp

40 HMMR AR HMMR-45 > TN AP
1S |AP 1S |AP

41 SCF (KITLG) > TS [ Ap SCF (KILG-84) > TS AP
1 AP 1 AP

42 PTN13 - : " PTN13+57 > : 5
1| N|AP 1[N[AP

43 caLD1+5ext > TN AP TP73 > TN AP
1[N|[AP 1| N[AP

44 HAS1a T ap BIRC5 3 TN TA
1| N|AP 1[N[AP

45 IRF > TN AP IRFv1 > TN AP
46 IRFv2 ; E ﬁE IRFv3 ; $ ﬁg
1]Y|AP 1 AP

47 CD44s AR CD44v6 > 2 AP
48 CD44s ; 2 ﬁi CD44+9,10 ; 2 ﬁg
1[{B|AP 1|B|[AP

49 GLI1 TN AP GLI1v > TE AP
1S |AP 1S |AP

50 ARM10 > 1S [ AP ARM10-2 AR
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Ayn1 zamanda antikorlarin kanserli hiicre Orneklerinde ve saglikli hiicre
orneklerinde verdikleri bant paternlerinin ayni veya farkli olmasina gore; “ayni patern”
ve “farkli patern” olmak tizere iki farkli grupta degerlendirildi (Resim 4). Kontrol edilen
200 splise varyant antikorundan 185’1 (baglanma gostermeyenler dahil) hem akciger
hem de pankreatik kanser orneklerinde ayni paterni gosterirken, 15 antikor normal
orneklere kiyasla farkli bant paternleri verdi. Bu 6rneklerin ekspresyon seviyelerinin de

farklilik gosterdigi gozlendi (Tablo 16).

a) b)
@) @) s as @) A - =
2 % Z g > ¢z g
130 kDa — [T o 3 ‘-,;.'1
e 50 kDa Plf— |
100 kDa — | ‘
! 40 kDa — "
VINC (Mw: 116 kDa) CCKBR (Mw: 48 kDa)

Resim 4. Normal ve kanser Orneklerinin bant paternlerinin karsilagtirilmasi, a)
Kanserli 6rneklerde ve normal 6rneklerde aymi bant paterni gosteren 116
kDa agirligindaki VINC proteini, b) Kanserli 6rneklerde ve normal
orneklerde farkli bant paterni gosteren 48 kDa agirhigindaki CCKBR
proteini, NKD; Normal Karaciger Dokusu, KKD; Karaciger Kanseri
Dokusu, NHH; Normal Hiicre Hatti, KHH; Kanser Hiicre Hatti

6.2. Kalite Kontrol Amach Antikor Mikroarray Ciplerinin Uretilmesi

[lk asamada kalite kontrol testleri i¢in 10 adet cip iiretildi. Her bir ¢ip iizerinde
276 antikor, farkli bolgelerde olmak {izere alti kere spotlandi. Boylece, bloklama,
hibidizasyon, yikama, kurutma, tarama asamalarinda olusabilecek teknik aksakliklar en
aza indirgenme yoluna gidildi. Ciplerin yonlerini, her bir spot grubunun ¢ip tizerindeki
yerlesimini, her bir spotun pozisyonunu belirleme ve deneyin ¢alisip ¢aligmadigini
kontrol etmemize yarayacak floresan isaretli sekonder antikorlar kullanilarak yon ve
kalite kontrol spotlar1 olusturuldu. Ayrica her bir ¢ip iizerinde 36 bolgeye kolera
enterotoksin’inin B alt birimine 06zgii iiretilmis olan antikor negatif kontrol amach
olarak spotlandi. Bunun yaninda her bir ¢ip iizerinde diger bir negatif kontrol olarak, 36

spot bos birakildi (Bkz Resim 1).
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6.3. Uretilen Ciplerin Kalite Kontrolii

Uretilen ¢ipler arasindan segilen 5 ¢ip kullanilarak kalite kontrolii testleri yapildi.
Bu amagla pankreas ve lenfoma calisma gruplarindan olusturulan alt tiir havuzlar
dogrudan karsilastirma yontemiyle ¢iplere tatbik edilerek hibridizasyon gergeklestirildi.
Hibridizasyon gerceklestirilen ¢ipler TECAN Power Scanner ile taranarak 645 nm ve
532 nm dalga boylarindaki isimalarin fotograflar1 olusturuldu (Resim 3). Fotograflama
sonrasinda her iki dalga boyunda olusturulan fotograflar Genepix Pro programi ile
birlestirilerek spotlarin tanimlanmasi yapildi (Resim 5). Bu asamadan sonra spot kalitesi

icin SNR grafikleri ile olusturuldu (Sekil 13).
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Cy5-Cy3

Resim 5. Kalite kontrol ¢iplerinin fotograflanmasi, a) Cy5 ile isaretlenmis 6rneklerin
645 nm dalga boyundaki isimalarinin fotografi, b) Cy3 ile isaretlenmis
orneklerin 532 nm dalga boylarindaki 1simalarin fotografi
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a) SNR red channels
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Sekil 13. Kontrol grubu SNR grafikleri, a) (Cy5) 645 nm’de g¢ekilen fotograflarin
ortalama sinyal yogunlugu, b) (Cy3) 532 nm’de c¢ekilen fotograflarin
ortalama yogunlugu, &; Ornek, o; Otomatik, m; Manuel

Orneklerin sinyal yogunluk ortalamalarnin aym ve sinyal kalitelerinin yiiksek

oldugu, SNR grafikleri ile gosterilerek ¢iplerin iiretiminde hedeflenen kalite saglandi.
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Bu asamadan sonra ¢alismada kullanilmak iizere ayni protokoller kullanilarak 200 adet

cip tUretildi.
6.4. Ekspresyon taramasi

Secilen proteinlerin ekspresyon seviyelerinin taramasi, calisma gruplarindan
olusturulan havuzlarin birbirleri ile karsilastirilmasi esasina dayali “6n tarama” ve
bireylerin referans ile karsilastirilmasi esasina dayali “markir taramasi” olmak tizere iki

farkli asamada gergeklestirildi.
6.4.1. Pankreas Grubu ile Yapilan On Tarama

Bu kapsamda, pankreatik kanser hastalarindan alinan orneklerden olusturulan
havuz ve kronik pankreatitis hastalarindan alinan 6rneklerden olusturulan havuz, saglik

bireylere ait 6rneklerden olusturulan havuz ile karsilastirildi.

Pankreatik kanser hastalarindan olusturulan havuz ile normal o&rneklerden
olusturulan havuz karsilastirildiginda biri slising grubu’ndan 20’si karsinogenezis
iligkili grup’tan olmak tiizere 21 proteinin ekspresyonunun pankreas kanserli bireylere
ait serum Orneklerinde anlamli olarak arttigi gozlendi (p<0.05) (Tablo 17).
Degerlendirilen proteinler arasindan ekspresyonu azalan bir proteine rastlanmadi.
Kronik pankreatitis ile saglikli bireylerden olusturulan havuzun karsilastiriimasi
sonucunda ise biri slising grubu’ndan biri de karsinogenesi iliskili grup’tan olmak iizere
iki farkli proteinin ekspresyonunun pankreatitis hastalarinda azaldig1 gozlendi (p<0.05)
(Tablo 18).
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Tablo 17. Pankreas kanseri 6rneklerinde ekspresyon degisimleri, logFc > 0: Proteinin
ekspresyonun artigini ifade etmektedir.

Grup No | Protein | P-Value | LogFc
Splise varyantlar1 karsinogenesis ile iliskilendirilmis 1 CCND1 0.0072 0.2368
proteinler grubu (Splise varyant antikorlari)
2 MAPKO01 0.0007 0.3671
3 SMAD3 0.0086 0.2945
4 MAPK11 0.0093 0.4459
5 SMAD?2 0.0128 0.6898
6 SMAD?2 0.0002 0.5873
7 SMAD?2 0.0002 0.7908
8 SMAD?2 0.0026 0.4513
9 MAPKO09 0.0179 0.4414
10 MKK4 0.0261 0.3523
Karsinogenesis ile iligkisi bilinen proteinler grubu 11 MKK4 0.0072 0.3639
(ScFv Antikorlar) 12 MKK4 0.0111 0.6661
13 KC1A 0.0093 0.7212
14 SMAD4 0.0141 0.4685
15 SMAD7 0.0004 0.3300
16 MAPK14 0.0002 0.7170
17 OTUB2 0.0086 0.5924
18 RAC1 0.0003 0.7546
19 RAC1 0.0453 0.6157
20 MAPKO09 0.0001 0.8060
21 SMAD?2 0.0374 0.5168

Tablo 18. Kronik pankreatitis hasta drneklerinde ekspresyon degisimleri, logFc <O;
Proteinin ekspresyonun azaldigini ifade etmektedir.

Grup No | Protein | P-Value | LogFc

Splise val.'yantlarl karsnn9genesns ile lllslfllendlrllnus 1 CCKBR 0.0003 -0.6350
proteinler grubu (Splise varyant antikorlar)

Karsinogenesis ile iligkisi bilinen proteinler grubu

(ScFv Antikorlari) 2 SMAD2 0.0227 -0.6358

6.4.2. Lenfoma Grubu ile Yapilan On Tarama

Bu kapsamda difiiz biiyiik B hiicre lenfoma (DLBCL) hastalarindan alinan
orneklerden olusturulan havuz, folikiiler lenfoma (FL) hastalarindan alinan 6rneklerden
olusturulan havuz ve kronik lenfoid 16semi hastalarindan alinan 6érneklerden olusturulan

havuz, saglik bireylerden alinan 6rneklerinden olusturulan havuz ile karsilagtirildi.

Difiiz biiyiik B hiicre lenfoma hastalarindan olusturulan havuz ile normal
orneklerden olusturulan havuz karsilastirildiginda 11 farkli proteinin ekspresyonunun

DLBCL hasta serum Orneklerinde anlamli olarak degistigi gozlendi (p<0.05). Bu
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proteinlerin 10’unun ekspresyonunda artis gozlenirken, 1’inin ekspresyonunda azalma
gozlendi (Tablo 19). Folikiiler lenfoma (FL) hastalarindan olusturulan havuz ile normal
orneklerden olusturulan havuz karsilastirildiginda; 88 proteinin ekspresyonunun FL
hastalarinin serum Orneklerinde anlamli olarak degistigi gozlendi (p<0.05). Bu
proteinlerin 37’sinin ekspresyonunda artis gézlenirken, 51’inin ekspresyonunda azalma
gozlendi (Tablo 20). Kronik lenfosittik 16semi (CLL) hastalarindan olusturulan havuz
ile normal Orneklerden olusturulan havuz karsilastirildiginda ise 16 proteinin
ekspresyonunda artis ve 17 proteinin ekspresyonunda azalma olmak iizere toplam 33

proteinin ekspresyonlarinda anlamli seviyede (p<0.05) degisiklik gozlendi ( Tablo 21).

Tablo 19. DLBCL hasta orneklerinde ekspresyon degisimleri, logFc<0; Proteinin
ekspresyonun azaldigin ifade etmektedir, logFc>0; Proteinin ekspresyonun
arttigini ifade etmektedir.

Grup No | Protein | P-Value | LogFc
Splise Val:yantlarl karsin?genesis ile ilislfilendirilmis 1 PTN13 0.0006 -0.3491
proteinler grubu (Splise varyant antikorlari)
2 MAPKO01 0.0017 0.3542
3 MAPK11 0.0239 0.2864
4 MAPK11 0.0229 0.2848
5 MAPK13 0.0129 0.2960
Karsinogenesis ile iliskisi bilinen proteinler grubu 6 MKK4 0.0436 0.2876
(ScFv Antikorlar) 7 BMX 0.0006 0.5401
8 BMX 0.0229 0.2640
9 SMAD4 0.0257 0.2395
10 SMAD?2 0.0239 0.2691
11 MKKG6 0.0292 0.2130
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Tablo 20. FL hasta orneklerinde ekspresyon degisimleri,

logFc <0; Proteinin

ekspresyonun azaldigin1 ifade etmektedir. LogFc >0; Proteinin
ekspresyonun arttigini ifade etmektedir.
Grup No Protein P-Value LogFc
1 RAC3 0.0005 0.6472
2 RAC3 0.0432 0.5408
3 TFPI2 6,18E+09 1,75E+14
4 TFPI2 1,85E+09 1,27E+14
5 A4ZVU7 1,70E+00 1,10E+14
6 GASR 2,28E+05 0.8302
7 GASR 1,02E+07 3,41E+14
8 GASR 0.01525 0.4315
9 MDM2 0.01248 0.6110
10 MDM2 7,07E-03 1,38E+14
11 MDM2 1,84E+06 0.6291
12 MDM4 3,65E+07 1,05E+14
13 MDM4 8,93E+07 0.4895
14 CRK 0.0300 0.4784
15 CP1A1 4,23E+08 0.8909
16 CP1A1 0.0005 0.3368
17 CP1A1 0.0124 -0.6998
18 NTRK1 1,91E+06 0.6854
Splise varyantlar karsinogenesis ile iligkilendirilmis 19 [ PCBP4 0.0048 0.2989
proteinler grubu (Splise varyant antikorlari) 20 KSYK 8,74E+08 0.6296
21 BIRC5 8,77E-02 1,07E+14
22 BIRC5 9,95E+03 1,01E+14
23 CXCR3 2,48E+08 0.6003
24 RUNX1 2,95E+05 1,06E+14
25 FGFR3 0.0023 0.3329
26 FGFR3 0.0029 0.3094
27 FGFR3 7,71E+05 0.8489
28 CCND1 0.0082 0.3014
29 CCND1 2,95E+05 0.7251
30 TERT 0.0209 0.4870
31 P73 0.0031 0.2561
32 P73 0.0041 0.3232
33 FGFR2 0.0064 0.4305
34 ACTN1 0.0010 0.5565
35 VLDLR 0.0385 -0.4447
36 HMMR 4,27E+09 0.8453
37 SCF 0.0239 0.2026
38 IRF1 0.0220 -0.2312
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Tablo 20. FL hasta 6rneklerinde ekspresyon degisimleri (Devam)

Grup No Protein P-Value LogFc
39 | SMAD3 3,72E+09 -0.8023
40 MAPK11 3,04E+04 -0.8915
41 MAPK12 1,91E+09 -0.5076
42 MAPK13 8,88E+02 -0.9669
43 SMAD?2 2,37E-02 -1,0E+14
44 SMAD?2 0.0005 -1,6E+14
45 SMAD?2 2,53E+04 -1,1E+14
46 SMAD?2 6,55E-06 -1,6E+14
47 KAP2 0.0001 -0.5748
48 KAP3 4,13E+04 -1,2E+14
49 KAP3 0.0026 -0.3083
50 MAPKO09 1,27E+03 -1,1E+14
51 MAPKO09 2,74E+09 -0.752
52 MKK4 7,28E+06 -0.8242
53 MKK4 0.03581 -0.2641
54 MKK4 0.0457 -0.4283
55 BMX 3,54E+00 -1,0E+14
56 BMX 4,29E+09 -2,6E+14
57 | BMX 0.0003 -0.423
58 SHC4 1,70E+00 -1,3E+14
59 SH21A 5,07E+05 -0.6019
60 IL6 0.0029 -0.476
61 MAPKAO08 0.00827 -0.6248
62 MAPKO08 0.0006 -0.8745

Karsinogenesis ile iligkisi bilinen proteinler grubu 63 | SMAD2 0.0010 -0.5797

(ScFv Antikorlar) 64 | SMAD4 1,60E-11 -4,0E+14

65 SMADA4 9,54E-03 -1,1E+14
66 SMADA4 2,16E+04 -1,0E+14
67 SMAD3 1,44E+03 -1,0E+14
68 | MAPKO09 9,00E+04 -0.6096
69 KAP2 0.0006 -0.7086
70 | MAPK14 0.0002 -0.765
71 OTUB2 3,04E+04 -1,2E+14
72 | GAK 3,13E+07 -0.9062
73 RAC1 0.04761 -0.6073
74 MAPKO09 1,61E+07 -3,7E+14
75 SMAD?2 0.02909 -0.2887
76 SMAD?2 5,70E+00 -1,2E+14
77 SMAD?2 0.03709 -0.4078
78 SMAD?2 2,14E+07 -0.7550
79 SMAD2 1,40E+04 1,1E+14
80 SMAD?2 1,07E+06 -0.9516
81 MAPKO09 9,88E-01 -1,5E+13
82 SMAD?2 7,62E+05 0.8657
83 | TNR5 5,20E+05 -0.6574
84 ASGR1 2,00E+08 -0.6780
85 | SMAD2 3,13E+07 -0.8268
86 | ASGR1 0.00112 -3,3E+14
87 MKK6 2,94E+01 -0.8316
88 | AW.SRM 1,00E+06 -2,0E+14
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Tablo21. CLL hasta orneklerinde ekspresyonu degisen proteinler, logFc <O:
Proteinin ekspresyonun azaldigini ifade etmektedir. LogFc >0: Proteinin
ekspresyonun arttigini ifade etmektedir.

Grup No Protein P-Value LogFc
1 TFPI2 4,1E+06 -1,3E+13
2 GASR 0.01329 -1,3E+13
3 MDM2 0.019462 0.2543
4 MDM4 0.00025 0.5899
5 LRRF2 0.0253 -0.15999
6 PCBP4 0.00434 0.247915
7 BIRC5 0.0311 0.197912
Splise varyantlar1 karsinogenesis ile iliskilendirilmis 8 RIPK3 0.017354 -0.18535
proteinler grubu (Splise varyant antikorlar) 9 P73 0.04546 -0.16555
10 FGFR2 0.04286 -0.1811
11 CALD1 0.00795 -0.3567
12 CALD1 0.00349 -0.6424
13 ACTN1 0.01735 -0.33965
14 MCL1 0.000265 -0.51412
15 ADA15 0.042863 0.1870
16 SCF 0.03110 0.15833
17 SMAD?2 4,86E+07 0.4873
18 SMAD?2 0.01735 0.1963
19 SMAD?2 0.0267 0.3283
20 SMAD?2 0.00037 0.3736
21 MAPKO09 0.04286 0.2724
22 BMX 0.00011 -0.5700
23 BMX 0.01663 0.2404
. et e e et . 24 SHC4 0.00603 0.3424
Karsinogenesis ile iliskisi !)lllnen proteinler grubu 55 SMAD7 0.04127 0.206
(ScFv Antikorlar1) 26| TGFR2 6,71E+04 | -LAE+14
27 SMAD?2 0.01495 0.2788
28 SMAD?2 0.0173 -0.3215
29 SMAD?2 0.00073 0.42628
30 MAPKO09 0.00037 0.5158
31 SMAD?2 0.04807 -0.269
32 IGF1 0.014957 -1,0E+14
33 MMP7 0.00026 -1,0E+14

6.5. Markir taramasi

Bu asamada, proteinlerin her bir hasta Ornegindeki ekspresyon seviyesi, ilgili

gruplarin orantili olarak karistirilmasi ile olusturulan referans ile karsilastirildi.

Pankreas kanseri grubu ile yapilan taramada, her bir grup igindeki her bir birey,
bu grup i¢in hazirlanan referans ile tek tek karsilastirildi. Gruplar i¢indeki bes bireye ait
ekspresyon verileri bir araya getirilerek her bir proteinin ortalama ekspresyon degeri

belirlendi.
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Pankreas kanseri i¢in yapilan aym islem lenfoma grubu icinde tekrarlandi.

Gruplar i¢indeki 17 bireye ait ekspresyon verilerinin ortalamasi alinarak her bir

proteinin ekspresyon seviyesi belirlendi.

6.5.1. Pankreas Grubu ile Yapilan Markir Taramasi

Pankreas kanserli hastalardan olusan grupta iki proteinin (MAPKS8 ve MAPK9)

ekspresyonunda degisim gozlendi. Her ikisi de karsinogenezis iliskili grup iginde yer

alan bu proteinlerden, MAPKS8’in ekspresyonu artarken, MAPK9’un ekspresyonunda

azalma goriildii. Her iki proteinin ekspresyon seviyeleri, toplam 30 spotta okunan

ekspresyonlarin ortalamasi alinarak olusturuldu (Sekil 14) (Tablo 22).
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Sekil 14.

Pankreas kanseri hastalarinda bulunan markir proteinler. A) MAPKS
proteinin ortalama ekspresyon seviyesinin pankreatik kanserli hastalara ait
serum orneklerinde artmasi. B) MAPK9 proteinin ortalama ekspresyon
seviyesinin pankreatik kanserli hastalarin serum 6rneklerinde azalmasi. NR;
Saglikli bireylere ait serum Orneklerdeki ilgili proteinin ekspresyon
seviyeleri. PK; Pankreas kanserli bireylere ait serum orneklerdeki ilgili
proteinin ekspresyon seviyeleri. KP: Kronik pankreatitis hastalara ait
serum Orneklerdeki ilgili proteinin ekspresyon seviyeleri (P>0,05;Anlaml
degil) Kirmizi nokta: Proteinin grup icinde hesaplanan ortalama
ekspresyonu.
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Tablo 22. PK’da MAPK8 ve MAPKY9 proteinlerinin ekspresyonlari,
Proteinin ekspresyonun azaldigini ifade etmektedir. LogFc>0; Proteinin

ekspresyonun arttigini ifade etmektedir.

logFc<0;

Grup No Protein P-Value LogFc
Karsinogenesis ile iligkisi bilinen proteinler grubu 1 MAPKS 0,0001 0,443
(ScFv Antikorlarr) 2 MAPK9 0,0256 -0,664

Kronik pankreatitis grubunda ise ii¢ proteinin (CYP1Alv, PLDI1-114, XBP-15S)
ekspresyonunda degisim gozlendi (Sekil 15). Splise varyant grubu’nda bulunan bu
proteinlerden CYP1Alv ve XBP-1S’in

ekspresyonunda azalma gortildi (Tablo 23).
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Sekil 15. Kronik pankreatitis hastalarinda bulunan markir proteinler, a) CP1Alv

proteinin ortalama ekspresyon seviyesinin kronik pankreatitis hastalarina ait
serum Orneklerinde artmasi. b) XBP-1S proteinin ortalama ekspresyon
seviyesinin kronik pankreatitis hastalarina ait serum orneklerinde artmasi
c).PLD1-114 proteinin ortalama ekspresyon seviyesinin kronik pankreatitis
hastalarina ait serum Orneklerinde azalmas1 NR: Saglikli bireylere ait serum
orneklerdeki ilgili proteinin ekspresyon seviyeleri, KP: Kronik pankreatitis
hastalarina ait serum orneklerdeki ilgili proteinin ekspresyon seviyeleri. PK;
Pankreas kanserli bireylere ait serum Orneklerdeki ilgili proteinin
ekspresyon seviyeleri (P>0,05;Anlamli degil). Kirmiz1 nokta; proteinin grup
icinde hesaplanan ortalama ekspresyonu.
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Tablo 23. KP’de CP1Alv, PLD1v ve XBPI1 proteinlerinin ekspresyonlari, logFc <0:
Proteinin  ekspresyonun azaldigmi1 ifade etmektedir. LogFc >0:
Proteinin ekspresyonun arttigin1 ifade etmektedir.

Grup No Protein P-Value LogFc

Spli (lar1 karsi is ile iliskilendirilmi 1 CP1Alv 0,005 0,591
" proteinler grubu (Splise varyant antikorlaryy |2 P-DLLLe | 0015 | -0418
p g p y 3 XBP-1S 0,044 0,281

6.5.2. Lenfoma Grubu ile Yapilan Markir Taramasi

Folikiiler lenfoma (FL), kronik lenfosittik 16semi (CLL) ve difiiz biiyiik B hiicre
Lenfomas1 (DLBCL) alt gruplarindan olusan lenfoma hastalarinda yapilan markir
taramas1 sonucunda sadece DLBCL grubunda olmak tizere FGFR3’iin ekspresyonunda
artis gozlendi. FGFR3’lin her bir grup i¢in ortalama ekspresyonu, grup i¢indeki biitiin
bireylerin ortalamasi hesaplanarak belirlendi (Sekil 16) (Tablo 24).

FGFR3
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Sekil 16. DLBCL’de FGFR3 proteinin ekspresyon seviyesi. NR: Saglikli bireylere
ait serum Orneklerdeki ilgili proteinin ekspresyon seviyeleri, DLBCL: Difiiz
biiyiik B hiicre lenfomas1 hastalarina ait serum 6rneklerindeki ilgili proteinin
ekspresyon seviyeleri. FL: Folikiiler lenfoma hastalarina ait serum
orneklerindeki ilgili proteinin ekspresyon seviyeleri (P>0,05;Anlamli degil).
CLL: Kronik lenfomositik 16semi hastalarina ait serum 6rneklerindeki ilgili
proteinin ekspresyon seviyeleri (P>0,05;Anlamli degil). Kirmiz1 nokta;
proteinin grup i¢inde hesaplanan ortalama ekspresyonu.

72



Tablo 24. DLBCL’de FGFR3 proteininin ekspresyonu

Grup No Protein P-Value LogFc
Splise val.'yantlarl karsm(.)genesns ile 1ll§lfllend1rllmls 1 FGFR3 0,0433 02720
proteinler grubu (Splise varyant antikorlar)

Calismaya dahil edilen lenfomanin diger iki alt tiirii olan folikiiler lenfoma ve
kronik lenfosittik 16semi hastalarina ait serum Orneklerinde herhangi bir proteinin

ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi.
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7. TARTISMA VE SONUC

Cagimizin en 6liimciil ve en yaygin hastaliklarinin basinda gelen kanser insanlarin
yasam kalitesini disiiriitken hem bireylere hem de iilkelere agir ekonomik yiik
getirmektedir. Bu durum kanseri en popiiler ¢alisma alanlarindan bir yapmaktadir.
Amerika’da sadece kanser lizerine arastirma yapan 27 enstitii bulunmakta ve bunlardan
biri olan Ulusal Kanser Arastirma Enstitiisii, kanser arastirmalar1 i¢in yillik ortalama 5
milyar dolar harcama yapmaktadir (86). Kanser aragtirmalarinda karsilasilan en biiyiik

sorun ise hastaligin yiliksek derecede heterojen olmasidir.

Pankreatik kanser (PDAK) en &liimciil kanser tiirlerinden biri olup, erken tani
yasam siiresini uzatmaktadir. Fakat tedavinin basariya ulasmasi igin gerekli olan erken
tani, hastalarin ancak %20’sinde miimkiin olabilmektedir. Diger yandan lenfositlerde
meydana gelen ve malignant bir tiimor olan lenfoma, yiliksek derecede heterojenite
gostermektedir. Bu yiiksek heterojenite, hastaligin tan1 ve tedavisini zorlagtiran en
biiyiik etkenlerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (3, 4, 12-14, 54). Gerek kanserlerin
yiiksek ¢esitliligi, her bir kanser tiiriiniin kendi igerisindeki yiiksek heterojenitesi ve
erken taninin hayati Onem tasimasi erken tanida kullanilabilecek biyomarkirlarin

gerekliligini 6n plana ¢ikartmaktadir.

Her iki kanser tiiriinde kesfedilen biyomarkirlar, bu hastaliklarin tani ve
tedavisinde ¢ok onemli bir yere sahiptir. Kolorektal kanserin tanisinda kullanilan ve
1981 yilinda kesfedilen Karbohidrat Antijeni 19-9 (CA19-9), Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis ve pankreatik kanser tedavisinin takibi i¢in de
kullanilmaktadir. Fakat duyarliligi ve 6zgiinliigliniin diisiik olmas1 nedeniyle istenilen
seviyede sonuglar vermemektedir (87, 88). Chen ve arkadaslart, 2013 yili itibart ile,
primer gastrointestinal difiiz bilyilk B hiicre lenfomasi (PGI-DLBCL) hastalarinda, ig
iplikleri kontrol noktasi proteini olan BubR1’nin ekspresyonunun asir1 seviyede arttigini
gostermislerdir (10). Hiicre proliferasyonunda artisa neden olan bu protein, PGI-

DLBCL i¢in potansiyel bir biyomarkir olarak goriilmektedir (89).

Ote yandan, proteomik farklilasmanm en 6nemli mekanizmalarindan biri olan
alternatif splising, ¢esitli splise varyantlarinin olusumunu tetiklemektedir. Ayrica
genomdaki bir mutasyonun neden oldugu hastaliklarin ¢cogu splising mutasyonlar1 ile

meydana gelmektedir (70). Birgok patolojik durumda, hnRNA’lar anormal sekilde
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splisinge ugramakta ve beklenenin disinda pre-mRNA’lar olugsmaktadir. Bu anormal
pre-mRNA’lar kanser olusumunu ve gelisimini tetikleyebilecek anormal proteinleri
kodlayabilmektedir (24). Bununla birlikte, protoonkogenlerde ve tiimor silipressor
genlerde meydana gelen splising mutasyonlar1 karsinogeneze avantaj saglayan yeni
varyantlar olusturabilmektedir. Bu varyantlarin tanimlanmasi hem kanser gelisiminin
anlasilmast hem de markir olabilecek proteinlerin bulunmasi agisindan son derece

onemlidir (7, 23, 24, 70, 90).

Kanserlerin erken tanisinda kullanilabilecek yeni biyomarkirlarin belirlenmesine
yonelik arastirmalarda genel olarak iki farkli yaklasim kullanilmaktadir. Birincisi,
kanserle iliskili yolaklarda gorev aldigi diisiiniilen proteinlerin western blot ve RT-PCR
gibi yontemler kullanilarak varyasyonlarinin  ve ekspresyon seviyelerindeki
degisikliklerin tek tek incelenmesi prensibine dayanir. ikinci yaklasim ise istatistik ve
matematiksel hesaplamalarla kombine edilen ve ayni anda ¢ok sayida protein veya
genin degerlendirilebildigi mikroarray veya kiitle spektrofotometri (MS) gibi
yontemlerdir. Tek bir markirdan elde edilebilecek veriler bir kanserin erken tanisi igin
yeterli goriilmemektedir. Bu durum her bir kanser i¢in olabildigince fazla markirin
gerekliligini ortaya koymaktadir. Bununla paralel olarak, glinlimiizde ayni anda c¢ok
sayida proteini degerlendirme imkani saglayan array ve kiitle spektrofotometrisi gibi
yontemler daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu yontemlerin tercih edilmesindeki diger bir

etken ise 6zgilinliik ve duyarliliklarinin yiiksek olmasidir (71).

Antikor mikroarray yontemi ayni anda ¢ok sayida proteini test edebilmesi,
duyarliliginin = ve Ozginliginii  yiiksek olmast nedeniyle kanserlerde yeni
biyomarkirlarin arastirilmasina yonelik ¢alismalarinda ideal bir yontem olarak
giiniimiizde yerini almistir (18, 21, 53, 84, 91). Ancak, bu yontem ile bir proteinin yeni
splise varyantlarinin olup olmadigint belirlemek miimkiin olmamaktadir. Western blot
yontemi ise ayni anda az sayida proteini ¢alisma kisitliligina sahip olmasina ragmen bir
proteinin splise varyantlarini belirleme potansiyeline sahiptir. Ozet olarak, Western blot
yontemi ile antikor mikroarray yontemi biyomarkir olabilecek proteinlerin
belirlenmesine  yonelik caligmalarinda  birbirini tamamlayan ydntemler olarak

goriilmektedir (92-95).
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Kanser biyomarkiri arastirma caligmalarinda splise varyantlari her zaman dikkate
alman bir konu olmustur ve c¢esitli kanser dokularindan ve kanser hiicre hatlarinda
kanserle iliskili genlerin splise varyantlari arastirilmistir (96-105). Bu tarz ¢calismalarda,
splise varyantlar1t mRNA iizerinden gidilerek RT-PCR, oligoniikleotid array ve yeni
nesil dizileme yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Splise varyantlarinin protein
seviyesinde degerlendirilmesine yonelik c¢alismalarinda ise Western blot ve MS
yontemleri kullanilmistir (96-105). RT-PCR, oligoniikleotit mikroarray ve yeni nesil
dizileme gibi yontemler bir genin ancak transkriptleri hakkinda bilgi verirken, kodladig
proteinlerin seviyesi ve varyasyonlari hakkinda yeterli bilgi vermemektedirler. Antikor
mikroarray yontemi ise protein seviyesindeki degisimler hakkinda bilgi vermesi
acisindan, biyomarkir ¢alismalarinda son derece Onemlidir (106). Bugiine kadar
proteinlerin splise varyantlari Westen blot yontemi ile taranmistir. Western blot yontemi
mikromolar (10® Molar) seviyesinde proteinleri test edebilirken antikor mikroarray
yontemi pikomolar (10™** Molar)-zemtomolar (10™ Molar) seviyesindeki proteinleri
test edebilmektedir (85). Western blot yontemine kargi mikroarray yonteminin bu
hassasiyeti, hiicre i¢i proteinlerin serumdaki seviyelerinin aragtirilmasinda tarafimizdan
onemli bir avantaj olarak goriilmiistiir. Diger taraftan, serumda bulunan proteinlerin
yiiksek bir miktarin1 albiiminin olusturmasi, serumun Western blot ¢alismalarinda
kullanilmasini engellemektedir (78). Bu durum antikor mikroarray g¢alismasi igin ise bir
sorun teskil etmemektedir. Bu noktadan hareketle; bizim ¢alismamizda bir ilke imza
atilarak, biyomarkir olma potansiyeline sahip proteinlerin Splise varyantlari antikor
mikroarray yontemi ile insan serum Orneklerinde incelenmistir. Bu durum,
gerceklestirmis oldugumuz ¢alismanin, daha 6nce yapilan calismalar ile kiyaslandiginda

gbze carpan en dnemli yonlerinden birini olusturmaktadir.

Az sayida 6rnekle calisilmasi dez avantaji olmasina ragmen Western blot teknigi
antikor validasyonu i¢in siklikla kullanilan bir yontemdir (78). Bu noktadan hareketle
0zel olarak trettirdigimiz splise varyant antikorlarinin calisip ¢alismadigini test etmek
amaciyla western blot yontemi kullanilmistir. Farkli bant paterni goriilen proteinler yeni
splising varyanti arastirmalart acisindan potansiyel kaynak olarak diisiiniilmiistiir. Bu
proteinlere &zgii antikorlar kullanilarak yapilacak immiinpresipitasyon ve sivi

kromotografi-kiitle spektrofotometri (LC-MS) yontemleri ile ilgili kanser tiirlerinde
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yeni biyomarkirlarin kesfedilme olasiligi yiiksektir (100). Western blot ile test

asamasindan sonra ¢aligmanin temelini olusturan mikroarray asamasina gecilmistir.

Pankreas kanseri en 6liimciil kanserlerden biri olup bes yillik sag kalim oram
yaklagik %5’tir. Hastaligin en sik goriilen formu olan pankreatik duktal adenokarsinoma
(PDAK), pankreasin ekzokrin kismindan gelisen tiimorlerle olusmaktadir. Bu tlimdrler
cok hizli bigimde biliyiimekte ve karaciger, lenf gibi diger dokulara metastaz
yapmaktadir. Hastaligin erken asamada saptanamamasinin nedenlerinin basinda erken
metastaz, anatomik lokalizasyon ve agresif invazyon gelmektedir. Tedavisi igin erken

tan1 saglayabilecek biyomarkirlar ve hastaligin gelisiminin anlasilmas1 gerekmektedir

(3, 4,9, 107).

Calismamizda ilk olarak pankreas kanserli hasta serumlari normal 6rnekler ile
karsilastirildi. C-jun N-terminal protein kinaz 1 (JNK1) proteinin ekspresyonunda artig
goriiliirken, C-jun N-terminal protein kinaz 2 (JNK2) ekspresyonunda azalma goriildii.
JNK1 (MAPKS) ve JNK2 (MAPKO); hiicre proliferasyonu, apoptozis, DNA tamiri ve
metabolizmada 6nemli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir. Artmis JNK1 ekspresyonu,
hiicre proliferasyonunda artisin gdstergesi olabilmektedir (108, 109). Ayrica
hepatoseliilar karsinoma hiicrelerinde JNK1’in ekspresyonunun diigmesi migrasyon ve
invazyonun azalmasina neden oldugu bulunmustur (110). Bu yoni ile bakildiginda
JNK1 pankreas kanserlerinde hiicre proliferasyonu, invazyon ve migrasyon
asamalarinda gorev yapan bir biyomarkir olma yolunda aday olarak goriilmektedir.
Zhang ve arkadaslari, pankreatik kanser hiicrelerinde arttig1 gézlenen timozin beta 4 adli
hormonun JNK sinyal yolagini aktive ederek, kanserin ilerlemesine neden oldugunu
gostermistir (111). Bir diger ¢alismada ise timozin alfa’nin ekspresyonu yine JNK’nin
fosforilasyonunu artirarak hiicre proliferasyonunu tetikledigi gosterilmistir (112). Bu
durum, JNK’larin biyomarkir olarak degerlendirilebilecegini gosterirken timozon beta 4
ve timozin alfa’yt da biyomarkir olarak degerlendirme siirecinde On plana
cikartmaktadir. INK’lar hiicre i¢i molekiillerdir. Bunun yaninda timozin gibi hormonlar
ekstrasellular sivilarda bulunarak etki etmektedirler. Dolayisiyla bu proteinlerin

serumdaki seviyelerinin daha erken evrede degismesi beklenen bir durumdur.

JNKI1 hiicre proliferasyonunda pozitif bir etkisi varken JNK2 ise hiicre
proliferasyonunu negatif bir sekilde etkilemektedir (113). JNK2™ fibroblastlarda ve
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eritrositlerde yapilan calismada, hiicrelerin G1 fazindan S fazina girisleri normale
(yabanil tip) gore daha hizli oldugu ve proliferasyonun arttigi gozlemlenmistir (114).
Buna bagli olarak hiicrelerde JNK2’nin bulunmamasi, hiicrenin S fazina girisinin hizl
olmasi1 genomik kararsizligi artirip karsinogenez i¢in avantaj sagladigi diisiiniilmektedir.
Hepatoseliilar hiicrelerde JNK1 ve JNK2’nin ekspresyonunun diisiik olmas1 bu kanserin
yikict etkilerini artirdigt ve tiimor gelisimi sagladigi bilinmektedir (115). JNK’larin
farkli kanser tiirlerinde pleotropik (¢ift yonlii) etki gostermeleri upstream molekiillere
bagli oldugu diisiiniilmektedir. Fakat bu molekiiller, hala bilinmezligini korumaktadirlar
(113, 116). Bu baglamda JNK2’nin regiilasyonunu diizenleyen molekiillerin
arastirilmast bu yolagin pankreas kanseri gelisimindeki etkisinin aydinlatilmasina

olanak saglayacaktir.

JNKI1 ve JNK2 proteinlerinin pankreas kanseri serumlarindaki ekspresyonun
degistigi, ilk kez calismamizda gosterilmistir. Artmis JNK1 ve disiik JNK2
ekspresyonu, pankreas kanserinin hiicre proliferasyonunun artigini gosteren bir

potansiyel markir olarak kullanilabilir.

Kronik pankreatitis, pankreasta meydana gelen, agir ve uzun siire seyreden bir
inflamasyon durumudur. Hastalik iyilesmez ve zamanla kotiilesir, tedavi edilmezse
pankreasta kalic1 hasarlara neden olur. Kronik pankreatitisin en kotii sonuglari ise
diyabet ve pankreatik kanserdir. Hastada kronik inflamasyon durumu genellikle,
gatekeeper ya da caretaker genlerinde degil landscaper genlerinde bozukluga yol
acmaktadir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar anormal stromal ¢evre olusturarak
neoplastik transformasyonu tetiklemektedir. Ayrica kronik pankreatitis ile ilgili bir¢ok
faktor pankreatik hiicrelerin malignant transformasyonu i¢in gerekli olan genomik

hasar1 ve hiicresel proliferasyonu artirdigi gézlenmistir (31, 45, 46, 48).

Sitokrom P450 1Al (CYP1A1l) biyotransformasyonda gorev alan bir enzimdir.
CYPIA1 endojen ve eksojen substratlar1 daha kanserojen hale katalizleyebilmektedir.
CYPIA1 ve splise varyantt CYPIAlv’nin over-ekspresyonu neoplastik
transformasyonu tetiklemektedir (117). CYP1A1lv ilk kez ovaryum kanserinde over-
eksprese oldugu bulunmus ve kanser gelisimde rol aldigi disiiniilmektedir (118).
CYP1Alv hakkinda literatiirde ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir. Pankreatitisli hasta

serum Orneklerinde artmis ekspresyonu, malignant transformasyon ve artmis hiicre
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proliferasyonu gibi pankreatik kanser gelisiminin tetik¢isi olabilecek yolaklarin
aktivitesinin gostericisi olabilir ve hastalik kotii sonuglar dogurmadan tedavinin

baslatilmasina yardimci olarak kullanilabilir.

X box binding protein 1 (XBP1) hepatosit biiylimesi, plasma hiicresi farklilasmasi
ve proteinin {i¢ boyutlu yapisinin bozuk durumlarda gorev yapan bir transkripsiyon
faktoriidiir. XBP1’in ekspresyonu meme kanserinde artmis durumdadir. Ayrica XBP1,
Ostrojenin kontrol ettigi bir gen olmakla birlikte, 6strojen reseptor alfa (ERa) ile siki bir
iligki i¢indedir. Bu iliski meme karsinogenezinde Onemli bir yere sahip oldugu
diistiniilmektedir ve ERo. meme kanserinde markir olarak kullanilmaktadir (119-122).
Fujimoto ve arkadaglar1 kolon kanseri ve adenokarsinoma hiicre hatlarinda yaptiklar
calismada, XBP1 proteinin ekspresyonunun artigini ve bunun hiicre farklilagmasinin
bozulmasina neden olarak, hiicreyi kontrolsiiz biiylimeye sevk ettigini gostermislerdir
(119). XBP1 proteinin splise varyanti olan XBPls, endoplazmik stres (ER stres)
durumda olusmaktadir ve bu olay igin markir olarak kabul edilmektedir. ER stresi
norodejeneratif hastaliklara ve diyabete neden oldugu bilinmektedir (123). Diyabet
hastas1 si¢anlarda yapilan ¢alisma da XBP1S’in hiicre dis1 matriks (ECM) ve oksitatif
strese olusumunu tetiklemektedir (124). Multiple miyeloma hastalarinda XBPls
ekspresyonun artmasi hiicresel mikro ¢evre (stroma) olusumunu artirmaktadir. Hiicre
dis1 matriks gelisimi ile olusan mikro ¢evre multiple myelomada hiicre biiylimesini
artirmaktadir (125). ECM ayrica pankreatik kanser gelisimini (invazyon, metastaz ve
kemoterapiye direng gibi) tesvik eden mikro ¢evrenin de temel yap taslarindan birisidir

(126, 127).

Bu noktadan yola ¢ikarak kronik pankreatitis hasta serumlarinda gordiigiimiiz
artmis XBP-1S ekspresyonu; hastaligin en koti sonuglarindan olan, diyabet ve
pankreatik kanser gelisimine olanak saglayabilir (31, 45, 48, 123). XBP1s olusumunu
tetikleyen yolaklarin ya da XBPIs’in kendisini hedef alan caligmalar kronik
pankreatitisin olumsuz sonuclarini tedavi etmeye ya da dnlemeye yardimci olabilecegi

diistinilmektedir.

Fosfolipaz D (PLD), fosfatidilkolinden, fosfatidik asid ve kolin olusumunu
katalizleyen bir enzimdir. ki temel sinyal sistemi bu enzimin kontroliinde gérev alur:

Birincisi insiilin, serum epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve tirozin kinazlar gibi
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biiylime faktorler/mitojenler, ikincisi ise Arf ve Rho gibi kii¢iik GTPaz proteinleri. PLD
enzimi, lipid-aracili sinyal iletimini yolagi, vesikiiler trafik, hiicre proliferasyonu,
tomorgenesis, diyabet ve hiicre iskeletinin organizasyonu gibi olaylarda gérev alir (128-
131). Enzimin regiilasyonunda gorev yapan Rho ailesi proteinleri melanomada
metastatik potansiyeli artirdigir bilinmektedir. PLD1’in splise varyantlar1 PLDla ve
PLDI1b’nin melanomada eksprese olduklari ve bir¢ok calismada bu enzimin timor
hiicrelerinde (meme, kolon, gastrik, mide ve tiroid) aktif ya da over-eksprese oldugu
gosterilmistir (130, 132). Literatiirde PLDIb varyanti ile ilgili ¢ok fazla ¢alisma
bulunmamakla birlikte, PLD1 enziminin diizenlenmesinin nasil oldugu gizemini
korumaktadir (131). Bosch ve arkadaslar1 siganlarda yaptiklari g¢alismada, lipaz
salinimda gorevli olan pankreatik asiniis hiicrelerinin (4) PLD1b varyantini salgiladigini
ve bu enzimin regiilasyonunun, ndrotransmiterler, hormonlar ve kolositokinin (CKK)
gibi salgilar ya da Arf ve RhoA gibi GTPazlar tarafindan diizenlenmedigini gostermisler
(133). Siganlarda yapilan bir diger ¢alismada; pankreatik S-hiicreleri, inflamasyonda
gorev alan bir sitokin olan IL-1f ile uzun slire muamele edilmesi durumunda f-
hiicrelerindeki PLDla ve PLDI1b enzimlerinin oraninin normalin altma diistigi
goriilmiistiir. Insulin salimmda da gorev yapan bu enzimlerin protein seviyesindeki
ekspresyonlarinin diismesi sonucunda, insiilin salinimi azalmig ve pankreatik f-

hiicrelerinin gorev yapamaz hale gelmistir (134).

Cesitli kanser tiirlerinde PLD1 enziminin ve varyantlarimin artmis ekspresyonu
karsenojenik mekanizmalarla bagdastirilmaktadir fakat pankreas kanseri ile olan iliskisi
bulunamamistir. Kronik pankreatitis hastalarinin  serum Orneklerindeki PLD1b
ekspresyonunun anlamli bir bi¢imde diismesi, kronik pankreatitisin yikict sonuglarindan

olan diyabetin (45) habercisi ve diyabet tanisi igin bir biyomarkir adayi olabilir.

Calismamizin ikinci kismini olusturan lenfoma, lenf sistemi hiicrelerinden olan B
lenfositleri, T lenfositleri ve NK hiicrelerinin kontrolsiiz biiyiimesiyle meydana gelir.
Bes yillik yasam stiresi %70’tir. Tedavinin 6niindeki en biiyiik engel hastaligin yiiksek
derecede heterojen olmasidir. Temelde iki farkl alt tiirii bulunan (Hodgkin lenfoma ve
non-Hodgkin lenfoma) WHO’nun smiflandirmasina gore 30°dan fazla alt tiire
ayrilmaktadir. Alt gruplarin simiflandirilmasina yonelik yapilacak calismalar ve

bulunabilecek biyomarkirlar hastaligin tan1 ve tedavisi agisindan ¢ok 6nemlidir (12-14).
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Difiiz biiyiik b hiicre lenfomasi, non-Hodgkin lenfomanin alt tiirlerinden olan en
sik olarak gozlenen formudur. Son yillarda hastaligin insidansi yagla beraber artmakta
ve bu artisin devam edecegi diisiiniilmektedir (63, 64). Hastaligin etkin tedavisi igin tani

ve alt tiirlerin siiflandirilmasina yonelik ¢alismalar ¢ok 6nemlidir (18).

Calismamizda lenfomanin alt tiirlerine ait serum ornekleri kullanilarak yapilan
tarama sonucunda sadece difiiz biiyiik b hiicre lenfomas1 6rneklerinde, fibroblast growth

factor receptor 3 (FGFR3)’iin ekspresyonunda anlamli bir sekilde artig oldugu bulundu.

Fibroblast biyiime faktorii reseptorlerinden biri olan FGFR3, hiicre tipine gore
hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi, yasamini devam ettirmesi ve tiimorgenesis gibi farkl
gorevlerde yer alir (135, 136). FGFRS3, hiicre biiylimesini tetiklemek igin iki farkli
mekanizma kullanmaktadir. 1) Otoendosis ile mitojenleri kanser hiicrelerinin igine

alirlar. 2) Anjiyogenezi tetikleyerek apoptozu inhibe ederler (137).

FGFR3’te meydana gelen germline mutasyonlari, reseptoriin ligand olmadan
stirekli aktif olmasima neden olmaktadir. Bu aktivasyon cesitli iskelet displazilerinin
olusumunu tetiklemektedir. Ayrica aynt mutasyonlar mutiple myeloma hiicre hatlarinda
ve t(4;14) translokasyonu tasiyan primer tomorlerde goriilmiistiir. Bunun yaninda aktive
edici bu mutasyonlar akut miyeloid 16semi, B hiicre — T hiicre non-Hodgkin

lenfomarinda ve bazi solid tiimorlerde (kan, prostat, meme) gozlenmistir (138).

FGFR3 reseptorii en etkin bicimde plazma hiicre myelomasinda tami ve
tedavisinde kullanilmaktadir. FGFR3’i hedef alan terapotik ajanlar, myeloma
tedavisinde kullanilmaktadir (17, 135). Lenfoma agisindan FGFR3’i hedefleyen
calismalar kemoterapinin etkinligini artirmaya yoneliktir. Kotani ve arkadaslar
tarafindan yapilan ¢alismada FGFR3 reseptoriiniin inhibisyonu Rituximab® ile yapilan
kemoterapinin etkisini artirarak, lenfoma hiicrelerinin proliferasyonunu azalttigim
gostermiglerdir (139). Zheng ve arkadaslari tarafindan yapilan bir diger ¢alismada
bortezomib® ile kemoterapi uygulanan lenfoma hastalarinda, hiicrelerin ilaca
gosterdikleri diren¢ FGFR3’teki mutasyonlarla iligkili oldugu ve FGFR3 ile transfekte
edilen hiicrelerde ilaca olan direncin arttigi saptanmistir (137). Fakat hiicre hatlari
kullanilarak yapilan bu ¢alismalarda FGFR3 bagimli ila¢ direncinin hangi mekanizma

ile oldugu bilinmemektedir (137, 139).
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Literatiirde FGFR3’nin DLBCL ile iliskilendirildigi, kesin bilgi bulunmamaktadir.
Larson ve arkadaglari, malignant lenfoma hastalarina ait doku 6rnekleriyle yaptiklar
immunohistokimyasal ¢alisma sonucunda, bazi alt tiirlerde FGFR3’iin eksprese oldugu
gosterilmistir. Fakat DLBCL’de herhangi bir sonuca rastlanmamistir. Bu sonucun

kullanilan monoklonal antikora bagli olabilecegi diisiiniilmektedir (135).

Calismamizda DLBCL  hastalarina  ait serum  Orneklerinde FGFR3
ekspresyonunun artmis oldugu ilk kez gosterilmistir. Ekspresyondaki bu artig hiicre
proliferasyonu gibi lenfomagenesisle ilgili olaylar1 tetiklemis oldugu diistiniilebilir.
Ayrica bu reseptoriin hangi alt tiirlerde eksprese oldugunun bulunmasi halinde,
kemoterapiyle kombine bi¢imde kullanilan terapdtik ajanlar sadece bu alt tiirlerde
kullanilabilir. Bu sekilde hem kemoterapinin yan etkilerinden kaginilir hem de tedavinin

etkili bir sonug vermesi saglanabilir.
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8. SONUC ve ONERILER

1.

Pankreas kanserlerinin erken tanisinda biyomarkir olarak kullanilabilecek protein
ve protein splise varyantlart antikor mikroarray yontemi ile 5’1 pankreas kanseri,
5’1 kronik pankreatitis, 5’1 saglikli birey olmak {iizere 15 bireyin serum

orneklerinde taranda.

Lenf kanserlerinin bir alt grubu olan Lenfomanin erken tanisinda biyomarkir
olarak kullanilabilecek protein ve protein splise varyantlar1 antikor mikroarray
yontemi ile 17’si difliz biiylik B-hiicre lenfomasi, 17’si kronik lenfositik 16semi,
17’si folikiiler lenfoma ve 17’si de saglikli bireylere ait olan toplam 68 farkli

serum Orneginde tarandi.

Calismada kullanilmak iizere 6zel olarak iirettirilen splise varyant antikorlarinin
Ozglinligii western blot yontemi ile karaciger kanser dokusunda ve pankreas
kanseri hiicre hattinda test edildi. “Farkli patern” gosteren proteinler yeni splise

varyanti aragtirmalar agisindan potansiyel kaynak olarak belirlendi.

Pankreas kanseri hasta serumlarinda gerceklestirilen biyomarkir taramasi

sonucunda;

° Mitojenik aktiviteye sahip olan MAPK®’in ekspresyonunda anlamli bir artis
goriiliirken, mitoz {izerinde negatif bir etkisi olan MAPK9un

ekspresyonunda anlamli seviyede azalma goriildi.

Kronik pankreatitis hasta serumlarinda gercgeklestirilen biyomarkir taramasi

sonucunda;

° Karsinogenezisde neoplastik transformasyonu tetikleyen CYPIAlv’nin

ekspresyonunda artis gdzlendi.

° Endoplazmik Retikulum i¢inde proteinlerin diizenli katlanamamasi sonucu
olusan ER stresi ve asilamayan ER stresine bagli olarak gelisen diyabet,
norodejeneratif hastaliklar ve pankreatik kanserde ekspresyonu aratan XBP-

1S’in ekspresyonunda anlamli diizeyde artis gozlendi.
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° Eksikliginde pankreatik S-hiicrelerinin gorev yapamaz hale geldigi bilinen

PLD1b (PLD1-114)’nin ekspresyonunda anlamli azalma goriildii.
Lenfoma hasta serumlarinda gergeklestirilen biyomarkir taramasi sonucunda;

° DLBCL hastalarma ait serum Orneklerinde FGF biiylime faktorleri ile
tetiklenen ve hiicre biiylimesine aracilik eden FGFR3’lin ekspresyonunda

anlaml artis gortildii.

Lenfomanin diger alt gruplarinda degerlendirilen proteinler arasinda anlamli
seviyede ekspresyon degisimi gosteren bir proteine rastlanmadi. Bu durum
hastaligin yliksek derecede heterojen olmasina bagli olabilecegi ve alt tiirlerin

daha iyi siniflandirilarak ¢alisilmasinin siirece katki saglayabilecegi diistiniildii.

Sonug olarak; ekspresyon seviyelerinde anlamli olarak degisim goriilen proteinler
ilgili hastaliklarin tan1 ve tedavisinde kullanilmak iizere ileri calismalarla

arastirtlmasi gereken birer potansiyel biyomarkir aday1 olarak belirlendi.

Caligmamiz; splise varyantlarinin kanserlerin erken tanisinda kullanilabilecek
biyomarkirlarin belirlenmesinden potansiyel aday oldugunu ve bu siiregte antikor
mikroarray ¢iplerinin etkin bir sekilde kullanilabilecegini géstermistir. Buradan
yola ¢ikarak bu g¢aligmanin, mikroarrayin amacina uygun olarak binlerce farkli
splise varyant antikoru kullanilarak yeni ¢iplerin olusturulmasina onciiliik edecegi

distiniilmektedir.
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